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RESUMEN / ABSTRACT
La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crónica, progresiva
e invalidante, mediada por mecanismos inmunes, que afecta al uno por ciento de la
población mundial adulta. El tratamiento de la artritis reumatoide ha sufrido una
revolución en las últimas dos décadas con la llegada de los agentes biológicos,
diseñados a partir del mejor conocimiento de los mecanismos patológicos de la
enfermedad. Sin embargo, éstos aún muestran una eficacia limitada, tanto en la
prevención del daño articular como en el porcentaje de pacientes respondedores. Esta
situación es el reflejo de la compleja y heterogénea patogénesis de la enfermedad. Por
este motivo es necesaria una continua búsqueda de nuevas estrategias.
La deposición de fibrina intraarticular en la enfermedad es un proceso aún poco
explotado en la búsqueda de tratamientos. En base a los estudios existentes, se
puede considerar que la deposición de fibrina ocurre en fases tempranas de la
cascada patogénica y tiene un papel en el desarrollo de la sinovitis. Por ello, este
proceso constituye una diana ideal en el desarrollo de nuevas terapias.
El objetivo del presente trabajo consistió en describir el proceso y los
mecanismos de activación desencadenados por la fibrina en las articulaciones y su 
contribución al desarrollo y progresión de la AR, con la finalidad de identificar posibles
dianas terapéuticas dirigidas a estos mecanismos.
La interacción entre la fibrina y los fibroblastos sinoviales se estudió in vitro en 
ausencia de componentes del sistema inmune celular. Para ello se desarrolló un
método de polimerización in situ de fibrina en cultivos de fibroblastos sinoviales
artríticos donde el fibrinógeno se inmovilizó mediante la adición de trombina
directamente sobre los cultivos celulares. Una vez optimizado este sistema, se realizó
un estudio del transcriptoma inducido por fibrina en estos cultivos mediante técnicas
de chip array de genoma completo. Posteriormente se confirmó la inducción de
diferentes moléculas en nuevos cultivos celulares, mediante PCR cuantitativa 
(expresión de ARN) y Western blot ó enzimoinmunoanálisis (niveles proteicos). Una
vez confirmada su estimulación por fibrina se procedió a descifrar la ruta de activación
mediada por fibrina en los fibroblastos sinoviales. Con este fin se emplearon técnicas
de bloqueo y de silenciamiento génico en el sistema de polimerización in situ. Además,
se optimizó un sistema de citrulinación in vitro de fibrina con el fin de estudiar el efecto
de esta modificación molecular que ocurre in vivo en las articulaciones de los
pacientes, sobre la inducción génica mediada por la fibrina. De forma paralela,
3
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mediante estudios de imunohistoquímica se confirmó la relación de los depósitos
intraarticulares de fibrina con el fenotipo agresivo de los fibroblastos sinoviales 
artríticos. Por último, se estudió si los mecanismos observados podrían ser específicos
de la artritis reumatoide, mediante comparación con cultivos de fibroblastos sinoviales
artrósicos.
Los resultados del presente estudio mostraron que la fibrina ejerce una 
estimulación de los fibroblastos sinoviales a través de la activación del factor nuclear
κB, mediada por el receptor toll-like (TLR) 4. Esta activación celular lleva a la 
producción de las principales citoquinas, quimioatractantes, moléculas de adhesión y
proteasas asociadas a la sinovitis reumatoide en ausencia de intervención del sistema
inmune. Esta activación se vio incrementada por la citrulinación de la fibrina. Por otra
parte, aunque esta ruta de activación no fue especifica de los fibroblastos sinoviales
artríticos, podría estar magnificada en estas células respecto a sus equivalentes 
artrósicos, fundamentalmente debido a la situación de trombofilia extraarticular
existente en la artritis reumatoide y a la sobreexpresión del receptor TLR4 en las
articulaciones reumatoides. Globalmente, estos estudios sugieren el sistema de la
hemostasia/fibrinolisis, las enzimas peptidil arginín deiminasas y el bloqueo de TLR4,
como posibles dianas de esta ruta patogénica para el diseño de estrategias
terapéuticas en la artritis reumatoide. Se discuten las posibilidades y las limitaciones
de la aplicación de estos hallazgos en la práctica clínica.
4
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Rheumatoid arthritis (RA) is an invalidating, progressive and chronic
inflammatory illness mediated by immune mechanisms, affecting around one percent of
the adult population around the world. Its treatment has undergone a huge revolution in 
the past two decades with the incoming of biological therapies, which have been
developed as a result of a better understanding of RA pathogenesis. However, these
new drugs display a limited efficacy, both at slowing down joint damage and in number
of responders. This reflects the complexity of the disease, as well as its heterogeneous
pathogenesis. In consequence, there is a continuous need for searching new
therapeutic strategies.
The intra-articular fibrin deposition in RA is currently a yet little-explored process
in the development of anti rheumatoid compounds. In the light of previous studies,
fibrin deposition inside joints could take place at the earliest phases of the pathogenic
sequence, and participate in the generation of synovitis. Considering these facts, fibrin
clotting could account for an attractive targetable process in RA. The objective in this 
work was to describe the process of activation triggered by fibrin in rheumatoid joints,
and its contribution to disease progression, aiming at identifying targetable checkpoints
of potential clinical use.
In this work, the interaction between fibrin and rheumatoid arthritis synovial
fibroblasts was studied in vitro in the absence of immune cell cooperation. To this
purpose, an in situ polymerization fibrin clotting method was developed, in which 
fibrinogen was immobilized with the addition of thrombin directly on top of cell
monolayer. Once optimized, the culture system was employed in a transcriptomic
whole genome expression assay detecting fibrin-inducible genes by chip array 
techniques. The stimulation of specific genes was thereafter confirmed in new cell
cultures by quantitative PCR (RNA expression), and Western blot or enzyme
immunoassays (protein levels). Once the induction of key molecules by fibrin was 
confirmed, we conducted blocking experiments as well as gene silencing techniques
intended to delineate the fibrin-dependent signaling pathway in these cells. In addition,
an in vitro citrullinated fibrin polymerization model followed by cell stimulation was 
developed in order to approach the effect of this in vivo-occurring modification on fibrin-
mediated cell activation. In parallel, immunostaining techniques were performed to 
assess the relationship between intra-articular fibrin and aggressive features of
synovitis in synovial explants from patients with RA. Finally, to assess the specificity of
fibrin actions on rheumatoid synovial fibroblasts some experiments were conducted in
synovial fibroblasts from patients with osteoarthritis.
5
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On the whole, our results describe fibrin ability to stimulate synovial fibroblasts,
triggering a nuclear factor kappa B-dependent pathway through the binding of toll-like
receptor (TLR) 4. This activation leads to the production of some of the major
cytokines, chemokines, adhesion molecules, and proteases associated to rheumatoid
synovitis. Moreover, this effect was found in the absence of immune cells.
This process was increased upon fibrin citrullination. On the other hand, albeit
the stimulation was found to be non-specific for RA synovial fibroblasts, our results
suggest that the process could be magnified in rheumatoid cells, as compared to their
osteoarthritic equivalents, particularly as a result of a pro-thrombotic extravascular
status in rheumatoid joints, and because of the up-regulation of TLR4 in these cells.
Globally, our study points to the clotting/fibrinolysis systems, the family of peptidyl-
arginine deiminases (PAD) and TLR4 as potential targets in this pathogenic route to
consider in the design of new therapeutic compounds. Both the expected benefit and
limitations hampering the clinical application of these findings are amply discussed.
6
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INTRODUCCIÓN
1. Relevancia clínica e impacto de la artritis reumatoide
La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crónica, progresiva 
e invalidante, mediada por mecanismos inmunes, que afecta a las articulaciones
diartrodiales. Con frecuencia se producen también manifestaciones extraarticulares.
Aunque en la mayoría de los casos no se asocia con un evento desencadenante,
actualmente se reconocen diversos factores etiopatogénicos implicados en su
desarrollo, incluyendo factores genéticos, hormonales, ambientales y/o tóxicos entre
otros. La interacción entre ellos podría intervenir en la aparición de la enfermedad y en
su progresión, extensión y patrón de respuesta inflamatoria, hechos que condicionan
la heterogeneidad clínica y la respuesta terapéutica (Cajigas Melgoza JC, et al., 2011)
(Naranjo Hernández A, 1999).
Este padecimiento se considera una enfermedad catastrófica, en virtud de que
llega a condicionar una incapacidad funcional potencialmente progresiva, lo cual
transciende en el ámbito familiar, social y económico de las personas afectadas, dado
que requieren más cuidados e ingresos hospitalarios y ven duplicada la tasa de
mortalidad respecto a la población general (Cajigas Melgoza JC, et al., 2011).
1.1. Epidemiología
La AR tiene una distribución mundial y afecta al 1% de la población mundial
mayor de 18 años, sin apenas diferencias entre los grupos étnicos, a excepción de
algunas poblaciones nativas americanas donde la incidencia llega al 5-6%. La
enfermedad puede iniciarse a cualquier edad, aunque la incidencia aumenta a lo largo
de la vida. Se observa un pico de incidencia en mujeres entre 35 y 45 años, edad en
que existe un riesgo 2.5 veces superior en mujeres. Sin embargo, esta relación se 
iguala en la edad avanzada. En Europa la prevalencia es algo superior en los países
nórdicos (0.5-1.1%) respecto a los mediterráneos (0.3-0.7%) (Alamanos Y y Drosos
AA, 2005 wl) y, además, en éstos parece existir una menor incidencia de
manifestaciones extraarticulares (AEA) (Carmona L, et al., 2003 wl).
Se estima que la esperanza de vida de los pacientes con AR está reducida
entre 3 y 10 años en relación a la población general (Alamanos Y y Drosos AA, 2005
wl) (Myasoedova E, et al., 2010 wl), siendo las principales causas de muerte la
enfermedad cardiovascular (Gabriel D, et al., 2012 wl) (Mikuls TR, 2003 wl), las
9
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infecciones, el desarrollo de linfomas y los efectos adversos de determinados
medicamentos (Mikuls TR, 2003 wl). La enfermedad también se relaciona con un
aumento de la incidencia de fracturas por osteoporosis, lo que incide en su 
morbimortalidad (Mikuls TR, 2003 wl).
1.2. Repercusión socioeconómica
Diferentes estudios han mostrado el alto impacto económico de la AR, si bien
los resultados varían dependiendo del país donde se estudie, de la evolución clínica y 
del tratamiento administrado (Catay E, et al., 2012 wl) (Lajas C, et al., 2003 wl). En
nuestro país, los gastos asociados a la enfermedad están estimados entre 3000€ y los
10000€ anuales por paciente, de los que aproximadamente el 70% suponen gastos
directos y un 30% gastos indirectos (Domínguez A, 2003) (Lajas C, et al., 2003 wl) 
(Ruiz-Montesinos MD, et al., 2005 wl). Recientemente, la introducción de terapias
biológicas en el manejo de la enfermedad ha supuesto un incremento notable en el
gasto farmacéutico derivado de la enfermedad (Domínguez A, 2003) (Mera Varela A,
et al., 2003 wl) (Ruiz-Montesinos MD, et al., 2005 wl).
Por otra parte, algunos estudios muestran el impacto que tiene la AR en la
calidad de vida, respecto a la población de referencia (Staples MP, et al., 2010 wl) y 
las diferencias entre pacientes con diferentes grados de gravedad o en tratamiento con
medicamentos convencionales respecto a agentes biológicos (Chen JS, et al., 2013
wl) (Marcos J, et al., 2011 wl) (Radner H, et al., 2010 wl) (Staples MP, et al., 2010 wl).
1.3. Etiopatogenia
La AR es una enfermedad de base poligénica y multifactorial. Se atribuye a
factores genéticos hasta el 50-60% del riesgo, siendo la concordancia 4 veces mayor
en gemelos monocigotos que en dicigóticos. Los principales genes de susceptibilidad 
se localizan en el sistema de antígenos leucocitarios humanos (HLA) que codifican el
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). En particular se observa una frecuencia
elevada de alelos de clase II que presentan el denominado epítopo compartido (SE),
incluyendo DR4, DR1, DR10 y DR14 (Fauci AS et al., 2008) (MacGregor AJ, et al.,
2000 wl) (Naranjo Hernández A, 1999) (Scott DL, et al., 2010 wl) (Singal DP, et al.,
1999 wl) (Yamamoto K, 2013 wl).
Otros genes implicados en la susceptibilidad son los genes codificantes de la
proteín tirosín fosfatasa no receptora (PTPN)-22 que participa en la activación
linfocitaria y de PADI4, que codifica la enzima citrulinante peptidil arginín deiminasa 
10
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(PAD)-4, en particular en población asiática (Begovich AB, et al., 2004 wl) (Chang X, et
al., 2005b wl) (Fauci, AS et al., 2008) (Naranjo Hernández A, 1999) (Olivares Martinez
E, et al., 2009 wl) (Suzuki A, et al., 2003 wl).
Sin embargo, actualmente se considera cada vez más relevante la contribución
de los factores ambientales en el desarrollo de la AR. Esta implicación se traduce en
gran medida en la aparición de alteraciones epigenéticas (Sanchez-Pernaute O, et al.,
2008 wl; 2010 wl), incluyendo alteraciones en la metilación de ADN y modificaciones
postraduccionales (PTM) de las histonas (en particular, metilación, sumonilación o
de/acetilación) relacionados con cambios en los patrones constitutivos de expresión
génica. Diferentes agentes inductores pueden provocar también cambios en los
patrones de silenciamiento molecular mediado por micro ARN (miARN), lo que parece
tener relevancia en el desarrollo de la AR. En conjunto, la incidencia de las 
modificaciones epigenéticas podría contribuir a los cambios de expresión de diferentes
mediadores de la enfermedad, tanto en la activación inmunológica como en la 
transformación de las células sinoviales (Klein K, et al., 2012 wl).
Los estudios de asociación con distintos factores de riesgo para desarrollar AR
resultan ambiguos. El tabaquismo es el factor ambiental cuya relación con la
enfermedad está mejor establecida. El tabaco parece asociarse en particular con una 
mayor incidencia del subtipo de AR con anticuerpos frente a péptidos citrulinados 
(ACPA) (Quirke AM, et al., 2011 wl) (Scott DL, et al., 2010 wl) (Too CL, et al., 2012 wl).
Los múltiples estudios que han abordado la asociación entre la AR y diferentes
microorganismos (Alvarez-Lafuente R, et al., 2005 wl) (Balandraud N, et al., 2004 wl) 
(Ogrendik M, 2013 wl) (Svartz N, 1975 wl) (Toussirot E y Roudier J, 2008 wl) (Us T, et
al., 2011 wl) han sido, por lo general, poco consistentes. Ello, junto a la falta de
episodios epidémicos, así como la no transmisión de esta patología en trasplantes de
órganos ni transfusiones, descarta la posibilidad de un agente infeccioso como
responsable directo de la patología (Thomas R y Lipsky PE, 1996 wl).
Otros factores débilmente relacionados con el desarrollo de la enfermedad son
el alcoholismo, el consumo de café, los niveles de vitamina D, el uso de
anticonceptivos orales o el bajo nivel socioeconómico (Scott DL, et al., 2010 wl).
Actualmente se considera esta enfermedad como un síndrome clínico que
abarca muchos subconjuntos de enfermedades, asociadas a diferentes factores (tanto
ambientales como genéticos) y desarrollo, existiendo algunos marcadores con un valor 
pronóstico diferencial entre los distintos subgrupos (Scott DL, et al., 2010 wl).
11
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1.4. Autoinmunidad
La identificación del factor reumatoide (FR) como autoanticuerpo constituye la
primera evidencia de autoinmunidad en la AR. El carácter autoinmune se sustenta por
la existencia de muchos otros autoanticuerpos, entre los que destacan los ACPA, que
están presentes en un gran porcentaje de pacientes, incluso años antes de la
aparición de los primeros síntomas (Rantapaa-Dahlqvist S, et al., 2003 wl) (Nielen MM,
et al., 2004 wl). En los últimos años se ha conseguido demostrar la importancia de los
autoantígenos (y en particular los citrulinados) como iniciadores del proceso
autoinmune, en diferentes modelos animales (Barra LJ, et al., 2011 wl) (van Gaalen F,
et al., 2005 wl).
1.5. Clínica y tratamiento
Al inicio de la enfermedad, la AR suele producir inflamación persistente en las 
articulaciones de las manos, con extensión progresiva a las grandes articulaciones.
Sin el tratamiento adecuado, la enfermedad tiende a progresar lentamente hacia la 
deformidad y destrucción de las articulaciones. Es frecuente que la artritis se
acompañe de atrofia muscular y síntomas generales, como debilidad o fiebre.
Las remisiones espontáneas son infrecuentes y, cuando ocurren, no suelen ser
duraderas. Si bien el objetivo de los nuevos tratamientos es alcanzar la remisión, en la
mayoría de los casos se consigue tan sólo el control adecuado de la inflamación para
minimizar el daño articular (Cajigas Melgoza JC et al., 2011) (Rintelen B, et al., 2013
wl) (Sanmartí Sala R, 2007) (Scott DL, et al., 2010 wl).
La mejor estrategia en la AR es el tratamiento precoz, ya que se relaciona con
una evolución más favorable. A pesar de la introducción de múltiples tratamientos
nuevos, ninguno de ellos proporciona una cura de la enfermedad, sino que frenan o
retrasan su avance (Cañete Crespillo JD et al., 2008).
En la tabla 1 y la figura 1, se resumen los diferentes tipos de tratamientos
actualmente utilizados, así como sus dianas terapéuticas, junto con un esquema
representativo del modo de acción de los diferentes fármacos.
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Inhibición de Cox1 y Cox2
Inhibición de Cox2
Inhibición de síntesis de ácido araquidónico
Inhibición de (NFΡ) ϥ !͵1
Efectos en receptores asociados a 
membrana y segundos mensajeros
Glucocorticoides
Metotrexato
Agente antifolato (Inhibe proliferación
linfocitaria)
Reduce glutatión
Hidroxicloroquina Interfiere en la presentación de antígenos.Sintéticos
Sulfasalazina
Inhibe la función de los neutrófilos, reduce 
los niveles de inmunoglobulinas, interfiere 
en la activación de células T Ϟͽ̠ ͣFΡ
Biológicos
!Δθ̠ͮΛΔͻήθ̠ή ̸̼ ΂ͣFΐ
΍ΛΩϓ̼̠Δ ̼΍ ΂ͣFΐ ήΛ΍ϓ̭΍̼ Λ ̠ήΛ̮ͻ̸̠Λ ̠
membrana
Antagonista del receptor 
IL1






Análogo de la molécula CTLA4, que actúa 
como señuelo en la coestimulación por 
CD80, CD86
anti-CD20 (Rituximab)
Induce la citotoxicidad a través de su unión
al receptor de las células B maduras, 
provocando su depleción selectiva
Antagonistas de la IL6
(Tocilizumab)
Bloquea receptor soluble y el unido a 
membrana de la IL6 evitando la señalización
mediada por IL6 a través de gp130 y el
sistema Jak-Stat
Tabla 1. Tipos de fármacos más utilizados en el tratamiento de la artritis reumatoide y sus principales mecanismos de acción.
AINE= Antiinflamatorios no esteroideos. Cox= ciclooxigenasa. NFΡB= factor nuclear ΡB. AP1= proteína activadora 1. FAME=Fármacos modificadores
̸̼ ΍̠ ̼Δ̼͆ΪΓ̸̸̼̠Ͷ ΂ͣFΐ= ̠̮͆θΛΪ ̸̼ Δ̼̮ΪΛήͻή θϓΓΛΪ̠΍ ΐͶ I͜= ͻΔθ̼Ϊ΍̼ϓ̮ͻΔ̠Ͷ CTLA= antígeno de linfocitos T citotóxicos. CD= clúster de diferenciación. Gp= 
glicoproteína.
Modificado de: Gaffo A, et al., 2006 wl.
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Figura 1. Esquema del proceso inflamatorio en el sinovio y mecanismo de acción de los fármacos utilizados para su tratamiento.
Un proceso inflamatorio inicial, junto con susceptibilidad genética inicia la cascada inflamatoria mediante la activación de la
inmunidad innata. Las células locales presentadoras de antígenos (macrófagos y fibroblastos sinoviales) interaccionan con las
células T iniciando la autorreactividad con la producción de factor reumatoide, ACPAs y células T autorreactivas. La inmunidad
adquirida retroalimenta la inmunidad innata que produce un incremento en la liberación de enzimas que median el daño tisular y
Γ̸̼ͻ̸̠ΛΪ̼ή ͻΔ͆΍̠Γ̠θΛΪͻΛή (΂ͣFΐͳ ΂ͣFΒͳ I͜1ͳ ̼θ̮Ͷ)Ͷ
H͜!= ̠Δθͽ̼ͮΔΛ ΍̼ϓ̮Λ̮ͻθ̠ΪͻΛ ͸ϓΓ̠ΔΛͶ ͣFΡ= ̠̮͆θΛΪ Δϓ̮΍̼̠Ϊ ΡͶ ΂ͣF= ̠̮͆θΛΪ ̸̼ Δ̼̮ΪΛήͻή tumoral. IL= interleucina. AINEs=
antiinflamatorios no esteroideos. Cox= ciclooxigenasa.
Modificado de: Gaffo A, et al., 2006 wl.
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2. La sinovitis reumatoide
2.1. Histología de la membrana sinovial normal
La membrana sinovial es el tejido que recubre las articulaciones diartrodiales.
Aporta nutrientes y sustancias lubricantes al líquido sinovial para reducir la fricción
durante el movimiento articular. Este líquido sinovial es un ultrafiltrado de plasma 
enriquecido con la secreción de sustancias como el ácido hialurónico, sintetizado por
los sinoviocitos fibroblásticos o tipo B (Barland P, et al., 1962 wl) (Iwanaga T, et al.,
2000 wl) (Ropes MW, et al., 1939 wl) (Smith MD, 2010 wl) (Tiwari N, et al., 2010 wl).
La membrana sinovial contiene dos regiones; la íntima o capa más superficial,
compuesta por 1 a 3 capas de células, y la subíntima, o región más profunda, con una
población celular menos densa, donde adquiere más importancia la matriz intersticial
(Barland P, et al., 1962 wl) (Iwanaga T, et al., 2000 wl) (Kiener HP, et al., 2010 wl) 
(Tiwari N, et al., 2010 wl).
Pese a su disposición pseudoepitelial, la íntima carece de membrana basal y 
las células que la componen no tienen uniones firmes entre ellas. Se distinguen 2 tipos
principales de células. Los sinoviocitos tipo A, de hábito macrofágico, minoritarias en
condiciones normales y los sinoviocitos tipo B, de origen fibroblástico (FS), que
constituyen el 75-80% de las células y son los encargados de la síntesis de
componentes del liquido sinovial, de la regeneración de la matriz extracelular y de
dirigir el ultrafiltrado del plasma. Ambos tipos de células intimales pueden presentar
moléculas HLA-DR (Singh JA, et al., 2004 wl) y participar así en la presentación de
antígenos durante procesos inflamatorios.
En la subíntima también se encuentran estos dos tipos celulares, si bien los
fibroblastos intimales muestran rasgos de diferenciación característicos. Además
existen células endoteliales, terminaciones nerviosas autónomas, adipocitos,
mastocitos y linfocitos T y B, en una intrincada matriz extracelular, compuesta
principalmente de fibras colágenas (Castor CW, 1960 wl) (Iwanaga T, et al., 2000 wl) 
(Smith MD, et al., 2003 wl; 2010 wl) (Tiwari N, et al., 2010 wl).
Ya en 1928, JA. Key propuso una clasificación de las membranas sinoviales,
atendiendo a la composición de la subíntima, en tres subtipos: fibroso, aerolar y
adiposo. La membrana sinovial fibrosa se caracteriza por la presencia de fibras de
colágeno densas, se localiza en zonas sometidas a alta presión y presenta una única
capa de células intimales. La aerolar se caracteriza por una matriz con colágeno laxo,
15
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presentarse en zonas donde la sinovial se mueve libremente y con una íntima gruesa,
de 3-4 células y con superficie ondulada (vellosidades sinoviales). Por último, la
adiposa tiene una matriz delgada imbricada en una capa de tejido adiposo y con una 
única capa de células aplanadas en su íntima (Castor CW, 1960 wl) (Iwanaga T, et al.,
2000 wl) (Smith MD, et al., 2003 wl; 2010 wl) (Tiwari N, et al., 2010 wl).
2.2. Cambios que se producen en el tejido durante la
enfermedad
Durante el desarrollo de la AR se produce una transformación hipertrófica de la 
membrana sinovial. Existe una inversión en las poblaciones de células residentes, con
aumento de la presencia de macrófagos (Smith MD,2010 wl) tanto en la íntima como
en la subíntima, en la que los adipocitos son sustituidos por un infiltrado de células 
mononucleares y células gigantes (Gravallese EM, et al., 1998 wl) (Smith MD,2010 wl) 
(Tiwari N, et al., 2010 wl) (Wilkinson LS, et al., 1993 wl). De igual modo se produce un
cambio fenotípico de los fibroblastos sinoviales (FS), que adquieren rasgos invasivos,
con expresión de proteinasas, moléculas de adhesión y quimoquinas (Bradfield PF, et
al., 2003 wl) (Ng CT, et al., 2010 wl) (Muller-Ladner U, et al., 1996 wl) (Shiozawa S y
Tokuhisa T, 1992 wl). Estas células tienen capacidad de migrar y son resistentes a la 
apoptosis. Todos estos cambios dan lugar a un crecimiento tisular, que está
acompañado de fenómenos de angiogénesis (Lefevre S, et al., 2009 wl) y que es
capaz de invadir y destruir los tejidos adyacentes, cartílago articular y hueso
subcondral.
El crecimiento del tejido se asocia a la aparición de vellosidades sinoviales, en
las que se sitúan las células inflamatorias y una matriz extracelular desorganizada, con
áreas de necrosis. Por su capacidad destructiva, se ha denominado a este tejido
pannus (Barland P, et al., 1962 wl) (Gravallese EM, et al., 1998 wl). Dentro de este, se
observan de forma característica, depósitos intratisulares de fibrina (Sanchez-Pernaute
O, et al., 2003a wl; 2003b wl; 2006 wl).
2.2.1. Células inmunocompetentes del tejido sinovial
Como hemos mencionado, la AR es una enfermedad autoinmune cuyo órgano
diana fundamental es la membrana sinovial. La aparición de la AR se relaciona con el
reclutamiento sinovial de las diferentes subpoblaciones de células 
inmunocompetentes, principalmente linfocitos T, B y macrófagos.
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2.2.1.1. Linfocitos T
Los linfocitos T han sido considerados tradicionalmente la principal diana
terapéutica de la AR, debido a la implicación de diferentes genes de susceptibilidad de
la enfermedad con la función de estas células (Cope AP, et al., 2007 wl) (Pablos 
Alvarez JL, 2009 wl; 2011 wl). En particular, la AR se caracteriza por la activación de
las células T colaboradoras (Th) (Cascao R, et al., 2010 wl) (Cope AP, et al., 2007 wl) 
(Gonzalez-Rey E, et al., 2006 wl) (Niu Q, et al., 2011 wl) (Pawlowska J, et al., 2010 wl) 
con diferenciación Th1 y Th17. Estas poblaciones tienen un carácter proinflamatorio en
la enfermedad, mientras que la diferenciación linfocitaria Th2 y las células T
reguladoras (Treg), tienen un papel atenuador (Chalan P, et al., 2013 wl) (Pablos
Alvarez JL, 2009 wl) (Sanchez-Ramon S, et al., 2010 wl) (Serrano Hernandez A, 2009
wl) (Swain SL, et al., 2006 wl).
2.2.1.2. Linfocitos B
Las células B producen los autoanticuerpos típicos de esta enfermedad,
incluyendo el FR y los ACPA. Estas moléculas se emplean en el diagnóstico de la AR
y tienen valor pronóstico. Los anticuerpos aparecen incluso años antes de la aparición
de los primeros síntomas, forman inmunocomplejos y pueden activar el complemento,
de este modo contribuyendo a la lesión tisular. Además, actúan como activadores de
los osteoclastos, e inductores de la liberación factores proinflamatorios como el TNFα
y el ligando de receptor activador para el factor nuclear κB (RANK-L) que participan en
la resorción ósea (Diaz-Gonzalez JF y Ferraz Amaro I, 2007 wl) (McQueen FM y Issa
S, 2013 wl).
Los linfocitos B actúan como células presentadoras de antígenos, lo que les 
confiere un papel principal en el desarrollo de la enfermedad. En diferentes modelos
murinos se ha podido observar que la ausencia de células B protege de la aparición de
la enfermedad (Diaz-Gonzalez JF y Ferraz Amaro I, 2007 wl). En el mismo sentido, el
rituximab, un agente depletante de células B, ha demostrado una gran eficacia en el
tratamiento de la AR.
Por último, los linfocitos B son fuente de citoquinas como IL1, TNFα y
linfotoxina, de este modo participando en la amplificación de la inflamación (Anolik JH,
et al., 2009 wl) (Diaz-Gonzalez JF y Ferraz Amaro I, 2007 wl) (Páez MC et al., 2006)
(Schlegel PM, et al., 2013 wl).
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2.2.1.3. Células dendríticas
Las células dendríticas son, junto con los macrófagos sinoviales y las células B,
responsables de la presentación de antígenos a las células T en la membrana sinovial.
Simultáneamente, activan la maduración de las células T y su diferenciación a Th1 y
Th17 mediante señales coestimuladoras y liberación de citoquinas, como TNF, IL1 e
IL6 (Estrada-Capetillo L, et al., 2013 wl) (Gierut A, et al., 2010 wl).
2.2.1.4. Macrófagos
Los macrófagos sinoviales tienen gran importancia en el mantenimiento de la
sinovitis (Kinne RW, et al., 2000 wl), principalmente mediante la sobreexpresión de
gran cantidad de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y proteínas de degradación
de la matriz.
Dentro de estas citoquinas cabe destacar el TNFα, expresado en la membrana
sinovial artrítica principalmente por los macrófagos. Junto a IL1 e IL6, también
expresadas por éstos, está considerado como el principal mediador soluble en la 
enfermedad (Drexler SK, et al., 2008 wl) (Kinne RW, et al., 2000 wl).
Los macrófagos contribuyen a la degradación de la matriz cartilaginosa,
mediante la secreción de metaloproteinasas de matriz (MMP) como MMP2 y MMP9 y
la activación de los fibroblastos sinoviales. Por otra parte, participan en la resorción
ósea, tanto a través del TNFα, como induciendo la expresión de RANKL 
(Parameswaran N y Patial S, 2010 wl) (Kinne RW, et al., 2000 wl). Los macrófagos
estimulan la angiogénesis mediante la activación del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y la liberación de citoquinas como IL8 (Maruotti N, et al., 2007 wl; 
2013 wl) (Zhou M, et al., 2014 wl).
Finalmente, estas células tienen un papel fundamental en la presentación de
antígenos y autoantígenos (Ireland JM y Unanue ER, 2011 wl), y constituyen un
puente entre la inmunidad innata y adquirida en el proceso de la enfermedad. En
conjunto, estas acciones hacen de los macrófagos sinoviales uno de los principales 
componentes celulares de la AR.
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2.2.2. Células no inmunocompetentes del tejido sinovial.
2.2.2.1. Sinoviocitos fibroblásticos o tipo B
Los sinoviocitos B presentan características que los diferencian de otros
fibroblastos; principalmente, su capacidad de síntesis de cadherina 11 y la expresión
de uridín difosfoglucosa deshidrogenasa (UDPGD) necesaria en la síntesis de ácido
hialurónico. También expresan la molécula de adhesión celular vascular (VCAM) 1,
que raramente se expresa en otros fibroblastos y podrían tener un papel importante en
la unión de células mononucleares a la membrana sinovial (Bartok B y Firestein GS,
2010 wl).
Durante la AR, son éstas las células principalmente implicadas en la
destrucción de cartílago, a través de la secreción de proteínas de degradación de la 
matriz (principalmente MMPs). Producen gran cantidad de citoquinas que contribuyen
perpetuar la sinovitis. En conjunto con macrófagos y osteoclastos forman el principal
componente del pannus, en el cual estos sinoviocitos presentan un fenotipo
proinvasivo diferente al de los sinoviocitos normales (Bartok B y Firestein GS, 2010 wl) 
(Karouzakis E, et al., 2009 wl) (Lefevre S, et al., 2009 wl) (Li X y Makarov SS, 2006 wl) 
(Neumann E, et al., 2010 wl).
Tradicionalmente se ha considerado a los fibroblastos sinoviales como un
respondedor pasivo dentro del ambiente proinflamatorio (Bottini N y Firestein GS, 2013
wl). Los estudios realizados con explantes sinoviales en el modelo murino de
inmunodeficiencia combinada grave (SCID) han supuesto un importante avance en el
conocimiento del papel que desempeñan los fibroblastos sinoviales en la progresión
de la AR. En estos ratones, que facilitan el estudio de la enfermedad en ausencia de la 
influencia del sistema inmune, se ha demostrado que los fibroblastos sinoviales
pueden llevar al desarrollo de la sinovitis reumatoide y mantener su capacidad 
degradativa del cartílago en ausencia de la cooperación de los linfocitos T y B.
Particularmente interesante es que la transformación que sufren los fibroblastos
sinoviales reumatoides (FSAR) hacia un fenotipo pseudo-tumoral se mantiene ex vivo
incluso en ausencia de estímulos proinflamatorios, o de participación de otras células
inmunes. Todo ello confirma la importancia de estas células en la patogenia de la
enfermedad (Bartok B y Firestein GS, 2010 wl) (Bottini N y Firestein GS, 2013 wl) 
(Firestein GS, 1996 wl) (Lefevre S, et al., 2009 wl) (Muller-Ladner U, et al., 1996 wl) 
(Neumann E, et al., 2010 wl) (Pierer M, et al., 2003 wl) (Tolboom TC, et al., 2002 wl).
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3. Fisiopatología de la AR
La AR es una enfermedad heterogénea tanto en su desarrollo como en la 
progresión. Aunque todavía no se conoce con exactitud la secuencia patogénica que
lleva a su puesta en marcha, se acepta que existen tres etapas secuenciales que
actúan sobre un huésped susceptible. En primer lugar, la incidencia de algún
mecanismo de inducción que provoque una inflamación inicial. En este estadio parece
jugar un papel muy importante la inmunidad innata, principalmente mediante la
actuación de los receptores tipo toll (TLR) y la activación de NFκB. Posteriormente,
deben actuar factores que favorezcan la perpetuación de la inflamación y la creación
de memoria inmunológica. A su vez, los autoanticuerpos dan lugar a una amplificación
de la respuesta proinflamatoria. Finalmente, se produce la transformación de los
sinoviocitos fibroblásticos hacia un fenotipo invasivo caracterizado por su capacidad
destructiva, que es responsable de la degradación del hueso y el cartílago (Firestein
GS y Zvaifler NJ, 2002 wl).
3.1. Mecanismos inductores
Los mecanismos inductores de la AR, permanecen aún sin aclarar y
posiblemente difieran entre distintos pacientes. Se han barajado innumerables causas
infecciosas, mutaciones, microfracturas espontáneas y la acción de factores
ambientales de diversa índole (Sanchez-Pernaute O, et al., 2003a wl) (van Venrooij
WJ y Pruijn GJ, 2008 wl) (Firestein GS y Zvaifler NJ, 2002 wl).
3.1.1. Inmunidad innata
La inmunidad innata es un sistema altamente conservado a lo largo de la
evolución, que tiene la misión de detectar la presencia de posibles agresores en el
organismo, así como otros peligros que pongan en riesgo la integridad del sujeto y se 
encarga de poner en marcha la respuesta defensiva suficiente para eliminar al agresor
y activar la respuesta adaptativa, con el fin de optimizar la defensa en el caso de un
nuevo ataque.
La inmunidad innata basa su actuación en el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patógenos (PAMP), a través de receptores de
reconocimiento de patrones (RRP), como los TLR, receptores tipo NOD (NLR),
receptores tipo GIR (genes inducibles por ácido retinoico), complemento y receptores
del Fc (fracción cristalizable de los anticuerpos). La activación celular subsiguiente da
lugar a la liberación de diferentes citoquinas y quimioquinas a través de diferentes
20
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activadores de la transcripción, como NFκB, los factores reguladores del interferón
(IFN) 3/7 y/o proteína activadora 1 (AP1) (Baccala R, et al., 2009 wl) (Gierut A, et al.,
2010 wl) (Úsuga X y Ossa AC, 2012 wl) (Zhong B, et al., 2006 wl). El sistema inmune
innato puede también reconocer marcadores de daño tisular o trauma (DAMP)
(Bianchi ME, 2007 wl), que activan las mismas rutas que los PAMPs. Al ser ligandos
endógenos, los DAMP tienen una mayor capacidad de mantenerse expresados y
perpetuar la inflamación.
La inmunidad innata está sujeta a una estrecha regulación, a través de
diferentes mecanismos, que incluyen la síntesis de citoquinas antiinflamatorias como
IL10, y de productos de respuesta temprana o tardía que autorregulan sus vías de
activación, como el gen de la respuesta primaria de diferenciación mieloide (MyD) 88,
el supresor de la señalización de citoquinas (SOCS) 1, la proteína 3 inducida por TNFα
ó A20, o los inhibidores del factor nuclear κB (IκB) nucleares (Chiba T, et al., 2013 wl) 
(Liu Y, et al., 2013 wl).
3.2. Mecanismos de perpetuación
3.2.1. Autoantígenos y memoria inmunológica
El fracaso de los mecanismos de autorregulación favorece la puesta en marcha
de la respuesta adaptativa, principalmente mediada por la presentación de antígenos a 
las células T a través del MHC por las células presentadoras de antígenos (APC).
Pueden actuar como APC los macrófagos, las células dendríticas y los fibroblastos
sinoviales (Boots AM, et al., 1994 wl) (Tran CN, et al., 2007 wl). Uno de los principales 
procesos de la AR deriva de la presentación de autoantígenos citrulinados al sistema 
inmune específico.
La citrulinación consiste en el cambio de un residuo arginina por el aminoácido
neutro citrulina, por la acción de la familia de enzimas peptidil-arginín deiminasas
(PAD). Las principales enzimas responsables del proceso en la membrana sinovial son
PAD2 y PAD4 (Foulquier, C, et al. 2007wl). Esta modificación postraduccional altera la
estructura terciaria de las proteínas (Tarcsa E, et al., 1996 wl) y si afecta a los centros
activos puede determinar alteraciones en su función (Chang X, et al., 2005b wl) 
(Ordonez A, et al., 2009 wl), modificar las interacciones moleculares con los receptores
inmunes (MHC) o afectar a su degradación enzimática (Beltrami A, et al., 2008 wl) 
(Sebbag M, et al., 2006 wl) (Bhattacharjee P y Bhattacharyya D, 2014 wl). Si bien la 
citrulinación peptídica no es un proceso exclusivo de la AR (Chang X, et al., 2005c wl; 
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2005d wl), sí se observa de forma más abundante en las articulaciones de estos
pacientes (Chapuy-Regaud S, et al., 2005 wl).
Los ACPAs, propuestos inicialmente por RL Nienhuis y E Mandema en 1964,
han resultado ser el mejor indicador serológico de la AR (Manivelavan D y
Vijayasamundeeswari CK, 2012) (Puszczewicz M y Iwaszkiewicz C, 2011 wl). Estos Ac
se detectan años antes de la aparición de los síntomas (Nielen MM, et al., 2004 wl) 
(Rantapaa-Dahlqvist S, et al., 2003 wl) y están asociados con los factores de riesgo
mejor caracterizados en la AR (Bellatin MF, et al., 2012 wl) (Mikuls TR, et al., 2010 wl) 
(Montes A, et al., 2012 wl) (Too CL, et al., 2012 wl) (van Beers JJ, et al., 2012 wl) 
(Willemze A, et al., 2012 wl).
Se han detectado múltiples epítopos asociados a la formación de ACPAs. La
mayoría de ellos derivan de macromoléculas de la MEC. La fibrina es una de las
proteínas característicamente citrulinadas en la membrana sinovial de la AR y también
el principal sustrato de los ACPA en los pacientes.
La citrulinación puede ser responsable de la anormalidad estructural de la 
fibrina que se observa en las articulaciones reumatoides, caracterizada por un
entramado muy tupido de sus fibras (Pretorius E, et al., 2011 wl) (Kwasny-Krochin B,
et al., 2010 wl). Estas son más insolubles y resistentes a la acción de la plasmina, lo
que facilita la degradación por mecanismos no constitutivos y la exposición de
dominios modificados con capacidad antigénica (Ordonez A, et al., 2009 wl) (Sanchez-
Pernaute O, et al., 2003a wl) (Bini A, et al., 1996 wl) (Hotary KB, et al., 2002 wl) 
(Sebbag M, et al., 2006 wl) (Bhattacharjee P y Bhattacharyya D, 2014 wl).
3.2.2. Mecanismos no autoantigénicos
La existencia de pacientes AR sin autoanticuerpos característicos (McInnes IB
y Schett G, 2011 wl) (Sokolove J, et al., 2014 wl) y el desarrollo de artritis en ratones
inmunodeficientes modificados genéticamente (Douni E, et al., 1995 wl) (Keffer J, et
al., 1991 wl) (Komatsu N y Takayanagi H, 2012 wl) (Matmati M, et al., 2011 wl) 
desvelan la existencia de otros modelos sinérgicos y/o alternativos a la autoinmunidad
en la perpetuación de la AR.
La AR se caracteriza por la elevada producción de citoquinas de origen
macrofágico y fibroblástico, entre las que destacan IL1β, TNFα e IL6. Estas moléculas
estimulan la expresión de moléculas de adhesión y de otros mediadores solubles, que
promueven la infiltración por células inmunes. De esta manera, se genera una cadena
22
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de amplificación que ayuda a cronificar la enfermedad (Firestein GS, 1996 wl) 
(Komatsu N y Takayanagi H, 2012 wl) (McInnes IB y Schett G, 2011 wl).
Entre estas citoquinas, TNF está considerada como la citoquina pivotal. Se ha
demostrado que su inhibición evita el resto de mecanismos patogénicos y producción
de otras citoquinas (Simsek I, 2010 wl). La expresión de TNF no solo esta aumentada
en los diferentes modelos animales de artritis, sino que su inhibición mediante terapias
específicas evita el desarrollo de las manifestaciones típicas de la enfermedad. La
retirada de los tratamientos bloqueantes del TNF da lugar a la reaparición de los
síntomas, lo que hace necesario el bloqueo de algún/os otro/s mecanismo/s
perpetuadores (Firestein GS, 2004 wl), cuya naturaleza aún no ha sido dilucidada.
El impacto de la red de citoquinas macrofágicas sugiere que la activación de
las células residentes (fibroblastos y macrófagos) antecede al resto de procesos y
constituye, por tanto, el principal elemento a donde deben dirigirse las dianas 
terapéuticas (McInnes IB, et al., 2000 wl) (Raza K, et al., 2005 wl).
3.3. Mecanismos de progresión 
El rasgo fundamental de la AR, en relación a otras artropatías inflamatorias
crónicas es la transformación hipertrófica de la membrana sinovial. Diversos estudios
han demostrado que ello se relaciona con un cambio en el fenotipo de los FSAR, que
desarrollan características de tipo pseudotumoral. Estas características se mantienen
incluso en los subcultivos o, como se ha mencionado, en modelos in vivo sin la
influencia de células inmunes (Bartok B y Firestein GS, 2010 wl) (Lefevre S, et al.,
2009 wl).
3.3.1. La transformación invasiva
Los FSAR se caracterizan por diferentes alteraciones. En un primer lugar, esta
población celular muestra un crecimiento excesivo, tanto en la íntima como en la 
subíntima, que no parece dependiente de un aumento de su índice de proliferación,
sino asociado a una resistencia al efecto de factores proapoptóticos (Bottini N y
Firestein GS, 2013 wl) (Firestein GS, 1996 wl) (Korb A, et al., 2009 wl) (Meinecke I, et
al., 2007 wl) (Ospelt C y Gay S, 2008 wl) (Pap T, et al., 2005 wl) (Yamanishi Y, et al.,
2005 wl). Además, los FSAR muestran un carácter invasivo. Son capaces de migrar
e invadir el cartílago, a través de moléculas de adhesión y proteasas que degradan la
matriz pericelular (Lefevre S, et al., 2009 wl) (Muller-Ladner U, et al., 1996 wl) 
(Neumann E, et al., 2010 wl) (Tolboom TC, et al., 2002 wl). Finalmente presentan un
23
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carácter proinflamatorio mediante una incrementada liberación de citoquinas,
quimoquinas y factores angiogénicos (Bottini N y Firestein GS, 2013 wl) (Guerne PA,
et al., 1989 wl) (Muller-Ladner U, et al., 2007 wl) y se localizan en los frentes de
invasión de hueso y cartílago articular.
Estas características se mantienen de manera estable incluso tras varios pases
en cultivo, por lo que se han puesto en relación con alteraciones epigenéticas
(Firestein GS, et al., 1997 wl) (Huber LC, et al., 2007 wl) (Klein K, et al., 2012 wl) (Ross
KA, 2011 wl) (Sanchez-Pernaute O, et al., 2008 wl; 2010 wl) (Stanczyk J, et al., 2008
wl) (Da Sylva TR, et al., 2005 wl) (Karouzakis E, et al., 2009 wl) (Nakano K, et al., 2012
wl) (Nile CJ, et al., 2008 wl).
3.3.2. Transformación hipertrófica y depósito de fibrina
La acumulación intraarticular de fibrina es una de las características más
llamativas de la sinovitis, tanto en la artritis reumatoide como en modelos
experimentales de la enfermedad (Salvi R, et al., 2000 wl). Numerosos trabajos han
abordado tanto el origen de los depósitos, como su posible contribución al desarrollo y
perpetuación de la artritis reumatoide.
El incremento de la permeabilidad local durante la inflamación favorece el
exudado de los componentes del plasma a la articulación, incluyendo fibrinógeno y
zimógenos (Sanchez-Pernaute O, et al., 2003a wl). Aunque este proceso es
inespecífico, se ha observado por diferentes métodos que los pacientes con AR tienen
una activación de la hemostasia tisular no compensada con una fibrinolisis
proporcional (Andersen RB y Gormsen J, 1970 wl) (Braat EA, et al., 2000 wl) (Chang 
X, et al., 2005a wl) (Salvi R, et al., 2000 wl) (Song JJ, et al., 2011 wl).
Por otra parte, la fibrina se caracteriza en los pacientes con AR por la 
existencia de un entramado fibrilar muy tupido (Pretorius E, et al., 2011 wl) (Kwasny-
Krochin B, et al., 2010 wl) que determina una particular resistencia de las mallas a la
degradación y a su aclarado a través del sistema linfático.
Basándonos en estudios realizados en artritis inducida por antígeno y en
muestras sinoviales de pacientes con artritis reumatoide, nuestro grupo entre otros, ha
postulado que la propia naturaleza insoluble de la fibrina podría alimentar el
crecimiento invasivo y la aparición de neoepítopos antigénicos en la enfermedad
(Chapuy-Regaud S, et al., 2005 wl) (Sanchez-Pernaute O, et al., 2003a wl).
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Así, se ha descrito la degradación de la fibrina por métodos no constitutivos, a 
través de las metaloproteinasas (Bini A, et al., 1996 wl) (Hotary KB, et al., 2002 wl). 
Del mismo modo, las células circundantes son capaces de secretar PAD que provocan
la modificación de numerosos residuos de las cadenas de fibrina y alteran su 
estructura terciaria. Por otro lado, la fibrina (en menor grado su precursor soluble, el
fibrinógeno) contienen diferentes dominios de interacción con células y diferentes
proteínas de matriz y factores de crecimiento, como VEGF y el factor de crecimiento
fibroblástico (FGF)-2. Su interacción prolonga el tiempo de actuación de estos factores
y facilita la sinergia en su actividad angiogénica (Sahni A, et al., 1998 wl; 2000 wl).
La fibrina participa en los procesos fisiológicos de migración transvascular y
reparación de heridas ejerciendo funciones que facilitan el reclutamiento y los cambios
fenotípicos necesarios de diferentes poblaciones celulares, como las células 
endoteliales, neutrófilos, monocitos y fibroblastos. En estas células, produce un
incremento en la expresión de diferentes citoquinas, factores de crecimiento y
proteasas, que activan la angiogénesis e invasividad. Además también puede controlar
el crecimiento celular y la apoptosis. Todas estas funciones son susceptibles de ocurrir
de modo similar en el entorno patológico de la AR (Xu Q, et al., 1999 wl) (Clark RA,
2001 wl) (Liu X y Piela-Smith TH, 2000 wl) (Sahni A, et al., 1998 wl; 2000 wl; 2004 wl) 
(Sanchez-Pernaute O, et al., 2003a wl; 2003b wl).
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
El propósito global de este estudio fue caracterizar la participación de la fibrina
en el desarrollo de la sinovitis reumatoide. Partiendo de nuestros estudios previos, 
nuestra hipótesis fue que el contacto de los fibroblastos sinoviales con la fibrina
intraarticular es capaz de provocar las respuestas proinflamatoria y proinvasiva típicas 
de estas células en la AR, sin precisar la participación de mediadores proinflamatorios
ni del sistema inmune específico.
La respuesta celular a la fibrina en ausencia de la colaboración del sistema
inmune específico supondría que la interacción fibrina-fibroblasto sinovial es un evento 
patogénico precoz en la cadena de mecanismos que llevan a la perpetuación de la
enfermedad. A su vez, este hecho podría emplearse en el diseño de nuevos
tratamientos frente a la AR. En este sentido, el propósito final de nuestro estudio es el
descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas, basadas en el proceso patogénico
dependiente de la fibrina. 
Para tratar de demostrar esta hipótesis nos planteamos los siguientes
objetivos.
OBJETIVO 1. Estudiar el transcriptoma inducido por fibrina en células
sinoviales reumatoides.
Para la realización de este objetivo, en un primer lugar se procedió a la
creación de un sistema de interacción in vitro fibrina-FSAR, Mediante la
utilización de este sistema se realizó un microarray de expresión génica en
genoma completo que permitió detectar los efectos globales de la molécula en
los FSAR. Posteriormente, se procedió confirmar estos efectos mediante
técnicas cuantitativas en nuevos cultivos celulares.
OBJETIVO 2. Identificar la ruta de activación de la fibrina en los
fibroblastos sinoviales reumatoides.
Para la realización de este objetivo, se identificaron los principales
activadores de la transcripción de los genes inducidos por fibrina en los
estudios de microarray. A continuación se estudió el efecto de la exposición a
fibrina sobre la activación del factor de transcripción NFΡB. Posteriormente, se
utilizaron métodos de bloqueo y de silenciamiento génico de 3 posibles 
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receptores candidatos a mediar los efectos de la fibrina en los FSAR,
estudiando el efecto de su supresión en la estimulación de los genes de interés
en respuesta a la fibrina.
OBJETIVO 3. Efecto de la citrulinación en la acción de la fibrina sobre la
expresión y síntesis de citoquinas proinflamatorias.
Para la realización de este objetivo, en un primer lugar se
procedió a la creación de un sistema de interacción in vitro fibrina
citrulinada-FSAR. Posteriormente éste fue utilizado para comparar los
efectos de la citrulinación de fibrina en comparación con su control no
citrulinado sobre citoquinas proinflamatorias en FSAR.
OBJETIVO 4. Estudiar la posible acción proinvasiva de la fibrina en la
sinovitis reumatoide.
Para la realización de este objetivo, se seleccionaron moléculas
proinvasivas estimuladas por fibrina en los experimentos de microarray y se
realizaron estudios de confirmación, mediante técnicas cuantitativas en nuevos 
cultivos celulares. Además, se estudió la distribución de fibrina y
metaloproteasas en explantes de membrana sinovial de los pacientes.
Finalmente, se realizaron estudios de expresión de metaloproteasas en FSAR
utilizando el sistema de interacción in vitro descrito.
OBJETIVO 5. Estudiar posibles diferencias del efecto de la fibrina entre
los fibroblastos sinoviales en la AR y en la artrosis.
Para la realización de este objetivo, se replicaron los estudios incluidos
en los objetivos 1 y 2 con fibroblastos sinoviales procedentes de articulaciones
con artrosis (FSOA) y se compararon los resultados entre ambas patologías.
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MATERIALES Y MÉTODOS
1. Obtención y manejo de tejidos
1.1. Población del estudio
El estudio se realizó en explantes articulares procedentes de pacientes
diagnosticados de AR, según los criterios de 1998 del Colegio Americano de
Reumatología (Arnett FC, et al., 1988 wl) o de artrosis (OA), obtenidos durante la
cirugía de artroplastia total de rodilla. Las muestras se obtuvieron en la Fundación
Jiménez Díaz de Madrid y en la Schulthess Klinik de Zürich y se procesaron para el
aislamiento y cultivo de fibroblastos sinoviales y para estudios histológicos. Un total de
21 cultivos FSAR y 13 FSOA diferentes fueron empleados en la totalidad de los
experimentos. Todos los participantes firmaron su consentimiento informado para la
donación de las muestras. Los estudios realizados fueron aprobados por los comités
de ética locales.
1.2. Cultivos celulares
Para el aislamiento de los fibroblastos sinoviales, la membrana sinovial se 
incubó durante 1 h con 0.4 UI/ml gentamicina (Braun) a temperatura ambiente (TA), se
diseccionó y limpió de restos de tejido adiposo y muscular en condiciones de
esterilidad. Las células se obtuvieron tras una disgregación mecánico-enzimática con
0.6 - 2.4 UI/ml dispasa (Gibco) en tampón fosfato salino (PBS) (Gibco) a 37 °C con
agitación orbital.
Las células se cultivaron en Dulbecco Modified Eagle’s Médium (DMEM)
suplementado con 10% de suero de ternera fetal (STF) (Biowhittaker), 2 mM/l L-
Glutamina (Lonza), 60 UI/ml Penicilina (Lonza), 60 g/ml Streptomicina (Lonza) y 0.01 
M HEPES [ácido N-(2-hidroxietil)-piperacín-N’-(2-etano-sulfónico)] (Invitrogen). Las
células fueron utilizadas entre el 4º y 8º pase. 
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Figura 2. Esquema del protocolo de obtención de cultivos de sinoviocitos fibroblásticos. Elaboración propia.
En estudios previos las células procedentes de subcultivos han sido
caracterizadas en nuestro laboratorio, mediante tinción del factor VIII, Von Willebrand
(vW) y la molécula KP1, para descartar contaminación endotelial y monocítica,
respectivamente (Gutierrez S, et al., 1995 wl).
1.3. Muestras histológicas
Para los estudios histológicos, una vez extraída la membrana sinovial, ésta fue
fijada inmediatamente en una solución de formaldehido al 4%, deshidratada en etanol
e incluida en parafina. Cuando las muestras incluían restos óseos, estos fueron
descalcificados mediante incubación en 10% acido fórmico, durante 48 h.
2. Diseño experimental.
2.1. Polimerización in situ de fibrina
Los efectos de la fibrina nativa (no modificada) en FS se estudiaron mediante
un sistema de polimerización in situ (Qi J, et al., 1997 wl). Para ello, las células 
confluentes fueron deprivadas de STF durante 48 h y lavadas con PBS. A
continuación, se añadió una mezcla fría (4 °C) de fibrinógeno humano (Grifols) a las
concentraciones mencionadas en los distintos experimentos con trombina humana
recombinante (0.7 UI/ml) (Sigma-Aldrich) en DMEM sobre la monocapa celular (Fig 
3A). Las placas fueron inmediatamente transferidas a la incubadora, donde se formó la
matriz de fibrina en pocos minutos (Tuan TL, et al., 2003 wl) (Greiling D y Clark RA,
1997 wl) (Takizawa Y, et al., 2006 wl).
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Las concentraciones empleadas para la estimulación celular fueron
seleccionadas teniendo en cuenta las descritas para diferentes acciones biológicas de
la fibrina (Liu X y Piela-Smith TH, 2000 wl) (Greiling D y Clark RA, 1997 wl).
2.2. Citrulinación de fibrina y fibrinógeno
Para establecer el efecto causado por la fibrina citrulinada, en comparación con
la molécula nativa, se hicieron matrices de fibrina en placas de cultivo, mediante la
mezcla de 0.8 mg/ml fibrinógeno y 0.7 UI/ml trombina en 20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150
mM NaCl, 1 mM CaCl. A continuación, las matrices fueron incubadas durante 2, 4 ó 15
h a 37°C, con medio de citrulinación (100 mM Tris-HCl, pH7.4, 10mM CaCl2, 5 mM
ditiotriol [Fluka]) y distintas concentraciones de las enzimas citrulinantes PAD2 o PAD4
recombinantes humanas (ModiQuest Research). Al finalizar el periodo de incubación,
la reacción de citrulinación se paró mediante la adición de 0.02 M de ácido
etildiaminotetraacético (EDTA). Las matrices fueron entonces sometidas a varios
lavados para diluir los componentes de la reacción citrulinante. El fibrinógeno se
sometió a las mismas condiciones de citrulinación. En ambos casos se realizaron 
controles en los que la fibrina o el fibrinógeno fueron incubados en medio citrulinante,
en ausencia de las enzimas.
Tras establecer las condiciones óptimas de citrulinación, se empleó este tipo de
matrices para sembrar sobre ellas los FS en 2% STF-DMEM (Figura 3B).
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A
B
Figura 3. Métodos de estimulación con fibrina. A) Polimerización in situ de fibrina. Los FS se cultivaron hasta su
confluencia, tras deprivación de STF, se añadió fibrinógeno y trombina en DMEM al 0.5% STF encima de las células,
polimerizando a 37°C. B) Estimulación por fibrina nativa o citrulinada. En primer lugar se polimerizó fibrina e incubó en
solución de citrulinación, con PAD2, PAD4 o sin enzimas, después del periodo de incubación pertinente, se paró la
reacción mediante adición de EDTA 0.02 M tras lavar, se cultivaron los FS sobre la matriz de fibrina con DMEM al 2% en
STF. Elaboración propia.
2.3. Experimentos de bloqueo
En estos experimentos, los FS fueron pretratados durante 90 min con 10 μg/ml
Ac HTA125; un Ac bloqueante de TLR4 isotipo IgG2 de origen murino (Abcam) ó 10
μg/ml de IgG2 de ratón (BioLegend) como control de isotipo antes de su incubación
con fibrina.
2.4. Experimentos de silenciamiento (siARN)
Los experimentos de silenciamiento se realizaron mediante sondas de ARN de
silenciamiento (siARN) frente a TLR2, TLR4 e ICAM-1 (Santa Cruz Biotechnology).
Las sondas se transfectaron en solución específica mediante nucleofección (Amaxa), a
una concentración de 40 pmol, utilizando 7x105 células por reacción, con el programa
U23 para fibroblastos primarios. Como controles, se incluyeron reacciones de
transfección Mock con sondas no codificantes o scramble siARN, y células sometidas
a los reactivos de nucleofección y/o al pulso U23, sin sondas específicas.
Para optimizar las condiciones de silenciamiento, como puede observarse en el
anexo 2, se realizaron curvas de tiempo, en las que las células silenciadas se 
estimularon con 0.5 ng/ml de LPS (Sigma-Aldrich). Al final de la incubación, se
36
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midieron los niveles de expresión de ARNm de las diferentes moléculas silenciadas
mediante qPCR. 
Las células transfectadas con las sondas siARN fueron estimuladas 24 h 
después con fibrina polimerizada in situ (0.8 mg/ml fibrinógeno + 0.7 UI/ml trombina).
En estos experimentos se emplearon 106 células por reacción. Los estudios de ARNm
se llevaron a cabo a las 12 h de la estimulación, mientras que los estudios de proteína,
tanto de lisado celular, como de sobrenadante, se llevaron a cabo a las 18 h.
2.5. Ensayos de viabilidad celular
La viabilidad celular se determinó tras 18 y 24 h de incubación de los FS sobre
matrices de fibrina, sometidas a las condiciones de citrulinación previamente
mencionadas, en presencia o no de las enzimas PAD2 y PAD4. Para ello se
emplearon 5 cultivos diferentes. Se sembraron 8000 células por pocillo (por triplicado)
y se realizó un ensayo colorimétrico basado en la generación de sales de tetrazolio por
las células vivas (MTS, Sigma-Aldrich) (Kumi-Diaka J, et al., 2004 wl).
2.6. Controles para descartar contaminación mediada por
lipopolisacáridos
Para verificar la ausencia de contaminación por lipopolisacáridos (LPS) de los
distintos reactivos empleados en nuestros experimentos, 3 x 104 células fueron
deprivadas de suero durante 48 h (n= 3) e incubadas con cada uno de los siguientes
reactivos: 0.75 UI/ml de trombina, fibrina polimerizada in situ (0.8 mg/ml fibrinógeno y
0.75 UI/ml trombina), solución de citrulinación (dilución 1:200 en DMEM) y 36 μg/ml
PAD2, en ausencia o presencia de 2 μg/ml de polimixina B (Sigma-Aldrich). A esta
concentración, la polimixina (PMX) inhibe eficientemente la inducción de IL6
provocada por 2-500 ng/ml LPS en FSAR (datos no mostrados). Como control
adicional, la enzima PAD2 fue desnaturalizada por calor durante 3 min a 80 °C antes 
de la estimulación. Tras 15 h, se midió el nivel de IL6 en los sobrenadantes de los
cultivos o en los homogeneizados de las matrices de fibrina, mediante ELISA.
3. Análisis proteicos
3.1. Inmunohistoquímica
Para estudiar la distribución de fibrina, y las metaloproteinasas MMP1 y MMP3, 
se realizaron técnicas de inmunodetección con doble marcaje en explantes de
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membranas sinoviales de pacientes sometidos a artroplastia, algunos de los cuales 
presentaban áreas de invasión en cartílago y hueso. Para ello, se rehidrataron los
tejidos y se bloquearon con albúmina sérica bovina (BSA) al 6% y 3% de suero del
hospedador del anticuerpo (Ac) secundario; posteriormente se incubaron durante la
noche a 4 °C con los Ac específicos a 10 μg/ml fibrina (Abcam) y a 25 μg/ml MMP1 y 
MMP3 (R&D). Los Ac secundarios se incubaron durante 1 h, a TA. Como control, se
incubaron los tejidos con la isoforma IgG autóloga correspondiente a los Ac primarios.
La inmunorreactividad frente a fibrina se detectó mediante técnicas de peroxidasa e 
Histogreen (Abcys); como contraste se utilizó nuclear fast red (DAKO). La MMP3 se
detectó con un Ac secundario biotinilado, seguido de incubación con avidina-biotina-
peroxidasa y revelado con diaminobencidina. El contraste se hizo con hematoxilina.
Para medir MMP1, se utilizo un Ac marcado con fosfatasa alcalina. Como sustrato se
utilizó nitroazul de tetrazolio y 5-bromo 4-cloro 3 indolil fosfato y el tejido se contrastó
con nuclear fast red. Para inhibir las peroxidasas y fosfatasa alcalina endógenas se
utilizó H2O2 al 1% en metanol y 5 mM de levamisol, respectivamente.
3.2. Estudios de inmunofluorescencia
Las células se sembraron en portaobjetos de ocho pocillos (Nunc) hasta llegar
a confluencia, siendo entonces deprivadas de suero durante 48 h y estimuladas con
0.8 mg/ml de fibrina durante diferentes tiempos. Al final de la incubación, las células se
fijaron con paraformaldehido (PFA) al 2%, se permeabilizaron con 0.1% Tritón-PBS y
se incubaron con anticuerpos específicos en 0.1% BSA-PBS a 4 °C durante la noche.
Se emplearon Ac de Santa Cruz Biotechnology frente diferentes componentes del
complejo trasncripcional κB (NFκB) humano, incluyendo Ac anti inhibidor alfa de NFκB
(IκBα) total (hecho en cabra), anti IκBα fosforilado (procedente de conejo), anti IκBβ
humano (conejo) y anti p65 humano (conejo). Posteriormente, se aplicaron los Ac 
secundarios IgG anti-conejo Alexa 488 (Invitrogen) o anti-cabra Cy5 IgG (Jackson
ImmunoResearch) durante 1 h a TA, en oscuridad. Después de varios lavados, las 
muestras se montaron con Vectashield y DAPI (Vector laboratorios) y fueron
visualizados con un microscopio confocal (Leica SP5).
3.3. Homogenización de fibrina para estudios de proteínas
Al final del periodo de incubación, las matrices de fibrina se disolvieron en 10
mM Tris-HCl pH 7.2, 150 mM NaCl, 0.1% de dodecilsulfato sódico (SDS), 1% Tritón-X 
100, 0.1% deoxicolato sódico, 5mM de EDTA y 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
(PMSF). El homogeneizado se centrifugó a 15000 xg durante 20 min a 4 °C y los 
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precipitados insolubles se descartaron, guardándose el sobrenadante a -80 °C hasta
su uso en técnicas de detección por inmunoblot o por ensayos de inmunoabsorción
ligado a enzimas (ELISA).
3.4. Western blot/inmunoblot e inmunoprecipitación
Al final de las incubaciones, las células fueron inmediatamente lisadas en
solución de Laemmli (Laemmli UK, 1970 wl) en una concentración final de 1% p/v
SDS, 10% v/v glicerol, 62.5 mM de tampón TrisHCl pH 6.8, 5% v/v de 2β 
mercaptoetanol (ME) y 0.04% p/v de azul de bromofenol.
Los niveles de MMP3 en los sobrenadantes se determinaron mediante
inmunoprecipitación. Para ello, una vez centrifugados para descartar los restos
celulares, 100 μl de los sobrenadantes y los homogeneizados de fibrina se incubaron
con anticuerpo anti MMP3 durante 1 h a 4 °C. A continuación, se agregaron 20 μl de
protein A/G plus-agarose immunoprecipitation reagent (Santa Cruz Biotechnology) y se
incubaron durante la noche en agitación a 4 °C. Tras realizar lavados, los complejos
MMP3-A/G plus se mezclaron con tampón de carga.
Los extractos proteicos y los inmunoprecipitados, se sometieron a
electroforesis SDS-PAGE y transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Estas
membranas se bloquearon con 5% leche desnatada, 0.05% Tween en PBS, ó 5% 
BSA, 0.05% Tween en tampón tris salino (TBS) en el caso de las isoproteínas 
fosforiladas y se incubaron con los Ac específicos a 4 °C durante la noche. La
detección se realizó con Ac secundarios marcados con peroxidasa (Jackson
ImmunoResearch) durante 1 h a TA, seguida de revelado mediante
quimioluminiscencia (ECL, GE Healthcare).
3.5. Medida de liberación de citoquinas
Los niveles de IL6 e IL8 en los homogeneizados de fibrina y sobrenadantes de
cultivos se midieron mediante ELISA (BD Biosciences), siguiendo las instrucciones del
fabricante.
3.6. Confirmación de la eficiencia de la citrulinación
Tras detener las reacciones de citrulinación, se recogieron los extractos
proteicos y se prepararon para ser sometidos a electroforesis mediante gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) y teñidos con azul Coomassie (Sigma-Aldrich).
Posteriormente, las proteínas fueron transferidas de los geles a membranas de
39
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nitrocelulosa y fijadas en una solución de PFA al 4%. La detección de péptidos
citrulinados en las membranas se realizó mediante Western blot, con los reactivos de
Milipore anti-citrulline (modified) detection kit. Para ello, se bloquearon las membranas
con una solución al 5% leche desnatada en TBS y se incubaron con Ac frente a
péptidos con residuos citrulinados, empleando una dilución 1:5000. La detección se
realizó utilizando Ac secundarios con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch) y
quimioluminiscencia (ECL, GE Healthcare).
4. Análisis de ácidos nucleicos
4.1. Extracción de ARN
La extracción de ARN de los FS se llevó a cabo mediante columnas Mini
RNAeasy (Qiagen) basadas en la adsorción de los ácidos nucleicos en geles de sílice 
(Melzak KA, et al., 1996 wl), con digestión de ADNasas (RNAse free DNAse set,
Qiagen) durante 15 min a temperatura ambiente, siguiendo las instrucciones del
fabricante.
4.2. Retrotranscripción
La cantidad y la pureza del ARN extraído se determinaron con el sistema
NanoDrop. Se emplearon 300 ng de ARN para realizar la retrotranscripción utilizando
concentraciones finales de tampón de retrotranscriptasa 1x, MgCl 5.5 mM, dNTP 2
mM, inhibidor de ARNasas 1x y 1.25 UI/μl de retrotranscriptasa Multiscribe RT (Applied
biosystems) y hexámeros como cebadores. Las condiciones de la reacción fueron: 10
min 25 °C, 30min 48 °C, 5min 95 °C y atemperación a 4 °C. En cada caso se realizó
una reacción como control negativo (NRT), en que el ARN fue incubado con todos los 
reactivos, en ausencia de retrotranscriptasa.
4.3. PCR cuantitativa
Los estudios de PCR cuantitativa (qPCR) se realizaron con un detector ABI
Prism 7500 Sequence Detector (Applied Biosystems) mediante técnicas de Sybr 
Green, utilizando cebadores diseñados con el programa Primer3 (v. 0.4.0) (Koressaar
T y Remm M, 2007 wl). La lista de los diferentes cebadores junto con su denominación
se muestran en la Tabla 2. Cada reacción se realizó mezclando 6.5 μl de Sybr green
master mix (Applied Biosystems), 1 μl de los cebadores correspondientes (11.25 μM) y
3.5 μl de agua. Todas las muestras se ensayaron por duplicado.
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Tabla 2. Nombre y secuencia de los cebadores sentido y antisentido utilizados para la realización de las diferentes qPCR
4.4. Microarray de expresión génica 
Para realizar los estudios de expresión génica a gran escala se emplearon 106 
FSAR, procedentes de 2 cultivos primarios. Una vez confluentes, las células fueron
deprivadas de suero durante 48 h e incubadas o no con 0.8 mg/ml fibrina polimerizada
in situ. El ARN total se aisló según lo especificado previamente, se retrotranscribió y el
41
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ADNc resultante se utilizó como muestra para su hibridación en un microarray de 
genoma completo (whole-genome Affymetrix GeneChipplate), con objeto de identificar
los genes modulados por fibrina en estas células. Para cribar los resultados, se
excluyeron todos aquellos genes no expresados en las células no estimuladas, así
como aquellos cuya expresión no fuera al menos dos veces superior o inferior a la
expresión en las células no estimuladas.
Una vez obtenidos la totalidad de los genes inducidos o inhibidos, se realizó 
una clasificación atendiendo a la función de los genes, tal como se indica en el anexo 
1.
4.5. Ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA)
Para detectar cambios en la activación de NFκB, se utilizaron 106 células por
condición. Los extractos nucleares se aislaron mediante lisis celular en 10 mM
HEPES, 1.5 mM MgCl2, 10 nM de ditiotriol (DTT) y 0.2 mM PMSF, con inhibidores de
proteasas a 4 °C durante 10 min, seguido de una incubación de 20 min a 4 °C con 20
mM HEPES, 25% glicerol, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT y
0.2 mM PMSF. Las reacciones se prepararon con 5 μg de extracto nuclear, solución
de unión y 10 ng sonda consenso de NFκB marcada, empleando los reactivos de
Panomics. Los controles de la especificidad de la unión se realizaron añadiendo sonda
sin marcar a la reacción. Las muestras se separaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6%, 120 V, 4 °C, 1 h. Posteriormente, se transfirieron a una
membrana de nylon y se inmovilizaron con calor (80 °C, 1 h). El revelado se llevó a 
cabo con un conjugado estreptavidina-peroxidasa de rábano picante (HRP) seguido de
una incubación con la solución de substrato proporcionada por el fabricante.
5. Obtención y análisis de datos
Para realizar los estudios de inmunohistoquímica se utilizaron 8 explantes de
membranas sinoviales de pacientes sometidos a artroplastia, en los estudios de
microarray se utilizaron dos cultivos primarios de FSAR, en el estudio EMSA un único
cultivo, en el resto de estudios de confirmación de inducción con fibrina nativa a nivel
génico (qPCR) y proteico (ELISA y WB) se utilizaron 6 cultivos primarios de FSAR y 9 
FSOA, en los estudios de silenciamiento fueron 6 FSAR y 6 FSOA, en los test de
contaminación por LPS fueron 3 los cultivos FSAR, mientras que en los ensayos de
citrulinación y viabilidad fueron 5 FSAR.
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En todos los estudios de expresión génica por qPCR se utilizó como control de
amplificación de ARN genómico una muestra de cada ARN sometida a la reacción de
retrotranscripción sin enzima (control NRT). Además, se analizó una reacción de la 
mezcla de PCR sin ARN por gen, para descartar amplificación inespecífica de los
cebadores (control de H2O). La especificidad de la amplificación se verificó mediante
las curvas de disociación y los controles de H2O. La expresión génica se calculó 
mediante el método ∆∆Ct, utilizando como controles endógenos el ARN ribosomal 18S
(ARNr) (Applied Biosystems) y GAPDH. Los datos se expresaron a continuación como
porcentaje de cambio respecto a la media de la expresión de los controles no tratados.
En los ensayos de ELISA todas las muestras, controles y estándares se
realizaron por duplicado. Una vez obtenidas las absorbancias se restó la media del
estándar cero a todos los puntos. Los cálculos se realizaron a partir de la media de
dichos duplicados y las concentraciones se calcularon mediante ajuste de regresión
lineal, desestimando aquellos puntos donde las réplicas difirieron más de un 10%, tal
como se indica en las instrucciones del fabricante. 
En la inmunodetección de péptidos transferidos a membranas de nitrocelulosa
los resultados se normalizaron según los niveles de α-Tubulina (Sigma) presentes en
los lisados proteicos o mediante la tinción azul de Coomassie en el caso de los
sobrenadantes.
Los datos están expresados como media y error estándar de la media. Las
diferencias entre condiciones se midieron mediante métodos no paramétricos,
empleando la prueba de Wilcoxon para muestras pareadas y las de Kruskall-Wallis y
Mann-Whitney para analizar las diferencias entre FSAR y FSOA. Los valores de p ≤ 











MATERIALES Y MÉTODOS Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide 
44
 
















DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
46
 









       
     
      
          
              
         
         
          
        
     
            
      
     
     
   
     
    
          
     
             
         
         
         
        
         
       
      
         
DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
RESULTADOS
1. La fibrina es un estímulo proinflamatorio para los fibroblastos
sinoviales de pacientes con artritis reumatoide
1.1. Estudio del transcriptoma inducido por fibrina en cultivos
de FSAR
La acumulación de fibrina en las articulaciones artríticas es, junto con la 
transformación fenotípica proinvasiva de los FSAR, una de las características más
llamativas de la enfermedad, tanto en humanos como en modelos animales (Salvi R,
et al., 2000 wl) (Muller-Ladner U, et al., 1996 wl) (Bradfield PF, et al., 2003 wl) 
(Shiozawa S y Tokuhisa T, 1992 wl) (Ng CT, et al., 2010 wl) (Neumann E, et al., 2010
wl) (Lefevre S, et al., 2009 wl). Nuestra hipótesis de partida fue que la fibrina juega un
papel importante en la generación de un microambiente proinflamatorio, en el cual se
desarrolla y establece el fenotipo pseudotumoral de los FSAR (Whitaker JW, et al.,
2013 wl) (Nakano K, et al., 2012 wl; 2013 wl).
En los estudios de expresión de genoma completo, la fibrina produjo cambios
en la expresión de más de 80 genes en los FSAR. Con objeto de comprender el efecto
global de la fibrina sobre los FSAR hicimos una primera aproximación, agrupando las 
moléculas inducidas por fibrina según su participación en procesos biológicos. En la 
figura 4 se muestra un esquema de las principales rutas que identificamos con este
agrupamiento funcional.
En particular, la fibrina, indujo un aumento en la expresión de diferentes
mediadores proinflamatorios, incluyendo las interleucinas IL6 e IL8, las quimioquinas
CXCL1, CXCL2 y CCL2, la molécula de adhesión ICAM-1 y la ciclooxigenasa (Cox) 2.
Se observó también la estimulación de varias moléculas relacionadas con la
regulación de la ruta del factor de transcripción kappa B (NFκB) como IκBα y A20,
también conocido como péptido 3 inducido por TNFα (TNFAIP) 3. Por otra parte, la
fibrina provocó un aumento de la expresión de moléculas que participan en la
respuesta de fase aguda y en la coagulación, como el receptor B1 de la bradiquinina,
la trombomodulina y el inhibidor del activador del plasminógeno 1 (PAI-1). Finalmente,
algunas de las moléculas sobreexpresadas por el contacto con la fibrina, como la
molécula de adhesión VCAM-1, la sinaptojanina (Synj) 2, la endotelina (End) 1, el
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) o la histona deacetilasa
(HDAC) 9, se relacionan con la proliferación y el crecimiento en distintas estirpes
47
 




    
      
 
       
            
 
         
            
            




   
  
      
        
       
     
    
        
       
        
        
  
DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
celulares (la lista completa de los genes modificados por la fibrina, así como una
clasificación de los mismos se muestra en el anexo 1).
Figura 4. Principales transcritos sobreexpresados por fibrina (0.8mg/ml, 18h) en un cultivo de fibroblastos sinoviales 
artríticos (FSAR) mediante tecnología Aflimetrix. Entre paréntesis: incremento de su expresión frente control no tratado.
Elaboración propia.
IL, interleucina; CXCL, CCL, quimoquina con motivo CXC o CC ; ICAM, molécula de adhesión intercelular; VCAM, molécula de
adhesión celular vascular; A20, péptido 3 inducido por factor de necrosis tumoral alfa; COX, ciclooxigenasa; NFΡͳ ̠̮͆θΛΪ
Δϓ̮΍̼̠Ϊ Ρʹ ͼͩDͳ ήϓΧ̼ΪΝϤͻ̸Λ ̸ͻήΓϓθ̠ή̠ʹ IΡͳ ͻΔ͸ͻ̭ͻ̸ΛΪ ̸̼ ͣFΡʹ ͵!Iͳ ̠̮θͻϞ̸̠ΛΪ ̸̼΍ ͻΔ͸ͻ̭ͻ̸ΛΪ ̸̼ Χ΍̠ήΓͻΔΝ̼ͮΔΛʹ DEͣͣ/͢!DDͳ
dominio de muerte diferencialmente expresado en células neoplásicas y normales, activado vía MAPK; HDAC, deacetilasa de
histonas; PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas; FGF, factor de crecimiento fibroblástico. 
1.2. La fibrina induce la expresión de las citoquinas
proinflamatorias IL8 e IL6 en los FSAR
1.2.1. Confirmación de la inducción de IL8 e IL6 por fibrina en FSAR 
mediante estudios de qPCR
Con objeto de confirmar la estimulación mediada por fibrina observada en los 
estudios de microarray, seleccionamos en primer lugar las citoquinas IL8 e IL6, por su
conocido papel patogénico en la AR. Para ello, llevamos a cabo estudios de expresión
génica mediante qPCR en diferentes cultivos celulares de FSAR.
Las células confluentes se incubaron con fibrina (0.8 mg/ml) polimerizada in 
situ, durante 12 y 18 h (n= 6). En ambas condiciones, la estimulación con fibrina dio
lugar a un incremento significativo de los niveles de ARNm de estas citoquinas, siendo
mayor a las 12 h. A este tiempo de incubación, la expresión de IL8 aumentó 700 veces
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1.2.2. Concentración de IL8 e IL6 en el medio de cultivo tras incubación
de FSAR con fibrina
Del mismo modo, la estimulación de FSAR durante 15 h con fibrina como se
muestra en la figura 5B produjo un gran aumento en los niveles peptídicos de IL8 e IL6
en los sobrenadantes de los cultivos (p< 0.05) (n= 6).
1.2.3. Especificidad del efecto de la fibrina
La reacción de polimerización de la fibrina requiere la adición de trombina.
Esta enzima ejerce acciones celulares a través de los receptores activados por
proteasas (PARs). En nuestros experimentos, la incubación con trombina (0.75 UI/ml)
durante 18 h (n= 3) no produjo diferencias significativas en la expresión de ARNm de
las citoquinas en FSAR, respecto a las células sin tratamiento.
Del mismo modo, los niveles peptídicos de IL8 e IL6 en los sobrenadantes de
FSAR no se modificaron al incubar las células con trombina (n= 4) durante 15 h
respecto a las células sin tratamiento. Por otra parte, la incubación de los FSAR con
fibrinógeno (0.8 mg/ml) en ausencia de trombina durante 15 h produjo un incremento
en los niveles de ambas citoquinas en los sobrenadantes, aunque no alcanzó 
significación estadística respecto a las células no tratadas (n= 4).
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A
B
Figura 5. A) Incremento de expresión de ARNm de IL8 e IL6 mediante qPCR de FSAR tratados 
con fibrina (0.8 mg/ml; 0.75 UI/ml) mediante polimerización in situ (n= 6) y trombina (0.75
UI/ml) (n= 3) durante 12 y 18 h normalizado frente a control no tratado. B) Niveles de IL8 e
IL6 determinados mediante ELISA en FSAR no tratadas o tratadas 15 h con fibrina
polimerizada in situ (n= 6), fibrinógeno (n= 4) o trombina (n= 4).
1.2.4. Efecto de la dosis de fibrina sobre la inducción de IL8 e IL6 en
FSAR 
Los FSAR fueron incubados con concentraciones crecientes de fibrina, 
teniendo en cuenta los diferentes efectos celulares que han sido descritos en otros
sistemas. En estos experimentos, se estimularon las células con 0.3 mg/ml, 0.5 mg/ml
y 0.8 mg/ml de fibrina polimerizada in situ o con medio de cultivo durante 15 h. A este
tiempo, la expresión génica de ambas citoquinas fue significativamente mayor con la
mayor concentración de fibrina (p< 0.05, respecto a no tratado y 0.3 mg/ml).
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Del mismo modo, medimos la concentración de los péptidos en los
sobrenadantes de los cultivos a las 24 h de estimulación con las concentraciones de
fibrina anteriormente mencionadas. En ambos casos, pudimos observar un incremento
de los niveles de las citoquinas, de forma dosis-dependiente.
A
B
Figura 6. A) Incremento de expresión de ARNm de IL8 e IL6 mediante RT-PCR de FSAR
tratadas con fibrina mediante polimerización in situ durante 15 h en dosis crecientes 0.3
mg/ml, 0.5 mg/ml y 0.8 mg/ml (n= 5) normalizado frente a control no tratado. B) Niveles de
IL8 e IL6 determinados mediante ELISA en células artríticas tratadas con fibrina mediante
polimerización in situ durante 24 h en dosis crecientes 0.3 mg/ml, 0.5 mg/ml y 0.8 mg/ml
(n= 5).
1.3. La fibrina induce la expresión de ciclooxigenasa 2 por los
FSAR
1.3.1. Expresión de Cox2 y Cox1 en FSAR mediante qPCR
A continuación, quisimos confirmar que la estimulación de FSAR con fibrina es
capaz de inducir la expresión de Cox2, tal y como habíamos observado en los estudios
de microarray. Para ello incubamos las células con o sin fibrina en las mismas
condiciones experimentales descritas previamente. Tras 12 h de incubación,
observamos (figura 7A) niveles de ARNm de Cox2 80 veces superiores en las células 
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estimuladas frente a no estimuladas (n= 5; p< 0.05). En contraste, la expresión génica
de Cox1 (figura 7B) resultó anormalmente reducida en las células tratadas con fibrina
frente a la de las células no tratadas (n= 5; p< 0.05). Por otra parte, la incubación de
las células con trombina (0.75 UI/ml) durante 12 h no produjo cambios en los niveles
de ARNm de Cox2 ni de Cox1 en los FSAR respecto a las células no tratadas (n= 4).
Como consecuencia de esta modulación en la transcripción de ambas
moléculas, el cociente entre la expresión de Cox2 y Cox1, como puede observarse en
la figura 7C, fue unas 400 veces superior en las muestras estimuladas con fibrina
frente a no tratado (p< 0.05).
A B
C
Figura 7. A) Expresión de ARNm de Cox2 mediante qPCR de FSAR tratadas con trombina (n= 4) o fibrina (n= 6)
mediante polimerización in situ durante 12 h normalizado frente a control no tratado. B) Expresión de ARNm de Cox1 
mediante qPCR de FSAR tratadas con trombina (n= 4) o fibrina (n= 6) mediante polimerización in situ durante 12 h 
normalizado frente a control no tratado. C) Cociente de expresión de ARNm Cox2/Cox1 de FSAR tratadas con 
trombina (n= 4) o fibrina (n= 6) mediante polimerización in situ durante 12 h normalizado frente a control no tratado.
1.3.2. Detección de Cox2 y Cox1 en extractos proteicos de FSAR
Para estudiar los niveles proteicos de las isoformas de Cox en los FSAR, las
células fueron estimuladas durante 15 h con fibrina (0.8 mg/ml). La detección de Cox2 
y de Cox1 se realizó con técnicas de Western blot (n= 5). El tratamiento con fibrina
produjo un aumento significativo en los niveles de Cox2 frente a las células no
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estimuladas (p< 0.05), mientras que los niveles de Cox1 prácticamente no sufrieron
modificaciones (figura 8).
De forma similar a lo observado a nivel de ARN, la trombina no modificó los 
niveles peptídicos de Cox2 ni de Cox1 en los FSAR respecto a las células no
estimuladas. Además, pudimos comprobar un aumento significativo en el cociente 
Cox2/Cox1 en las células estimuladas con fibrina respecto a las no estimuladas (p<




Figura 8. A) Inmuno-blot representativo de Cox2, anti Cox1 y control de carga en lisados celulares de un cultivo
de FSAR no tratado, tratado con trombina o con fibrina. B) Expresión de Cox2, normalizada frente a control de
carga, en FSAR (n= 5) no tratados o tratados con trombina o fibrina, durante 15 h. C) Expresión de Cox1
normalizada frente a control de carga, en FSAR (n= 5) no tratados o tratados con trombina o fibrina, durante
15 h. D) Cociente de expresión Cox2/Cox1 en FSAR tratados con trombina o fibrina mediante polimerización in 
situ durante 15 h (n= 5) normalizado frente a control no tratado.
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1.4. Confirmación de la inducción de otros genes
proinflamatorios y moléculas reguladoras por fibrina en
FSAR mediante estudios de qPCR
Una vez confirmada la inducción de IL6, IL8 y Cox2 por fibrina, seleccionamos
para su estudio otros genes proinflamatorios y también moléculas antiinflamatorias o
reguladoras.
1.4.1. Confirmación de la inducción de otros genes proinflamatorios por 
fibrina en FSAR mediante estudios de qPCR
Empleando las condiciones previas, pudimos observar un aumento de 200
veces en los niveles ARN de IP10 con la incubación con fibrina respecto a las células 
no estimuladas (n= 5, p< 0.05) o incubadas con trombina (p< 0.05), figura 9A.
Asimismo, ICAM-1 mostró una expresión 15 veces superior a la de las células 
no estimuladas (n= 5, p< 0.05) y 10 veces mayor que la de células estimuladas con
trombina (p< 0.05). Figura 9B.
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A
B
Figura 9. A) Expresión de ARNm de IP10 mediante qPCR de FSAR tratadas con
trombina o fibrina mediante polimerización in situ durante 12 h (n= 5) normalizado
frente a control no tratado. B) Expresión de ARNm de ICAM-1 mediante qPCR de
FSAR tratadas con trombina o fibrina mediante polimerización in situ durante 12 h 
(n= 5) normalizado frente a control no tratado.
1.4.2. Confirmación de la inducción por fibrina de moléculas reguladoras 
en FSAR mediante estudios de qPCR
Tras confirmar el efecto proinflamatorio de la fibrina en los FSAR, quisimos
verificar su efecto sobre moléculas implicadas en la regulación de la ruta de NFκB,
como A20, IκBα y TNFAIP6.
Tras 12 h de incubación con fibrina (figura 10A), observamos un incremento de
la expresión de A20 de 14 veces respecto al nivel basal (n= 5; p< 0.05). La expresión
de IκBα (figura 10B) alcanzó niveles 6 veces superiores a los basales (n= 5; p< 0.05),
mientras que observamos un gran incremento en los niveles de TNFAIP6 (figura 10C)
que fueron 60 veces mayores que en células no estimuladas (n= 5; p< 0.05). Por su 
parte, la trombina produjo un ligero incremento en los niveles de ARNm de A20 e IκBα
(< 2 veces respecto al control, n= 5; p< 0.05), y no modificó la expresión de TNFAIP6.
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Figura 10. A) Expresión de ARNm de A20 mediante qPCR de FSAR tratadas con
trombina o fibrina mediante polimerización in situ durante 12 h (n= 5) normalizado
frente a control no tratado. B) Expresión de ARNm de IΡΐ mediante qPCR de FSAR
tratadas con trombina o fibrina mediante polimerización in situ durante 12 h (n= 5)
normalizado frente a control no tratado. C) Expresión de ARNm de TNFAIP6
mediante qPCR de FSAR tratadas con trombina o fibrina mediante polimerización in 
situ durante 12 h (n= 5) normalizado frente a control no tratado.
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1.5. Resumen sección 1
En estos experimentos hemos demostrado que la fibrina induce la 
sobreexpresión de moléculas proinflamatorias, incluyendo IL6, IL8, IP10, ICAM-1 y
Cox2 en los FSAR y que este efecto no se debe a la presencia de trombina en las
matrices de fibrina. 
Por otro lado la fibrina también provoca un aumento de expresión génica de las
moléculas antiinflamatorias A20, IκBα y TNFAIP6 en los FSAR. En la expresión de
estos factores (al menos los dos primeros) sí podría intervenir la presencia de trombina
en las matrices de fibrina.
La mayoría de estos mediadores son genes cuya transcripción depende de la
unión de factor de transcripción NFκB a sus promotores, lo que sugería que la fibrina
actúa a través de este activador de la transcripción en los FSAR.
Figura 11. Esquema del modelo de activación inducido por fibrina en FSAR. Elaboración propia.
2. La fibrina activa al factor de transcripción NFκB a través de los 
receptores TLR4 en los FSAR
2.1. Activación de NFκB en FSAR incubados con fibrina
2.1.1. Ensayo de retardo de la movilidad electroforética
Para demostrar la implicación de NFκB en el efecto proinflamatorio de la fibrina,
se realizó un ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA) con una sonda
de oligonucleótidos consenso de NFκB, en extractos nucleares de células no
estimuladas ó expuestas a fibrina durante 30, 90 y 240 min (n= 1). Como muestra la
figura 12, a los 90 y 240 min hubo un incremento de unión de la sonda. Se incluyó un
control en el que las células fueron preincubadas con anticuerpos bloqueantes frente a
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TLR4, dado que se ha descrito la capacidad de la fibrina de unirse a este receptor en
macrófagos (Smiley ST, et al., 2001 wl). Las células preincubadas con el Ac mostraron
una diminución en las bandas de retardo de unión específica a NFκB respecto a las no
preincubadas.
Figura 12. EMSA hibridado con sonda específica frente a NFΡB en extracto
nuclear de FSAR tras incubación con fibrina durante 0, 30, 90 y 240 min. (C) 
control hibridado con sonda no marcada; (T) células preincubadas con 
anticuerpo bloqueante frente a TLR4.
2.1.2. Estudios de inmunofluorescencia de p65 y las subunidades alfa y 
beta de I-kappaB
Mediante técnicas de microscopía confocal, quisimos comprobar por otro
método, el proceso de activación y migración al núcleo de NFκB en FSAR tras
incubación con fibrina. Las células fueron estimuladas con fibrina (0.8 mg/ml) durante
30 y 120 min. Como se observa en la figura 13A se produjo una translocación de la 
subunidad p65 desde el citoplasma hacia el núcleo, mientras que el inhibidor de NFκB,
IκBα permaneció en el compartimento citoplasmático durante el periodo de estudio.
Además, la señal de IκBα se fue reduciendo progresivamente. Por otra parte, se
observó un bombeo de IκBβ y la isoforma fosforilada de IκBα (figuras 13B y 13C) en
dirección opuesta a la de p65 (desde el núcleo hasta el citoplasma), todo ello 
indicando la activación de este regulador de la transcripción génica.
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Figura 13. A) Inmunofluorescencia de p65 e IΡBΐ ̼Δ Fͼ!͸ control y tras 30 y 120 min de incubación con fibrina 0.8 mg/ml. B)
Inmunofluorescencia de la isoforma fosforilada y no fosforilada de IΡBΐ ̼Δ Fͼ!͸ control y tras 30 y 120 min de incubación con 
fibrina 0.8 mg/ml. C) Inmunofluorescencia de IΡBΒ en FSAR control y tras 120 min de incubación con fibrina 0.8 mg/ml.
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2.2. La incubación con fibrina produce una activación de las
quinasa intracelulares activadas por mitógeno en FSAR
Una vez confirmada la activación de NFκB por la fibrina, quisimos comprobar si
este efecto venía acompañado a la activación de las MAPK en FSAR. En concreto,
estudiamos la activación de ERK y JNK tras periodos cortos de incubación con fibrina.
2.2.1. Activación de la quinasa intracelular activada por mitógeno
ERK42/44 en FSAR tras incubación con fibrina
Tras 10 min de incubación con fibrina (n= 3), pudimos observar una tendencia
al aumento de la forma fosforilada de ERK, que fue descendiendo en los siguientes




Figura 14. A) Inmuno-blot representativo de ERK, fosfo-E͸͚ ϥ ΐ-Tubulina (control de carga)
en lisados celulares de un cultivo de FSAR no tratados y tratados fibrina durante 10, 20, 30 y
60 min. B) Cociente de expresión fosfo-ERK/ERK en FSAR tratados con trombina o fibrina
mediante polimerización in situ durante 10, 20, 30 (n= 3) y 60 min (n= 1) normalizado frente
a control no tratado. 
Fͻ̭= ͆ͻ̭ΪͻΔ̠ͳ ℗= isoforma fosforilada, Tub= tubulina.
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2.2.2. Activación de la quinasa intracelular activada por mitógeno
JNK46/54 en FSAR tras incubación con fibrina
Respecto a JNK (n= 3), el tratamiento con fibrina produjo un incremento en la




Figura 15. A) Inmuno-blot representativo de JNK 46/54, anti fosfo-J͚ͣ (℗J͚ͣ) 46/54 ϥ ̠Δθͻ ΐ-Tubulina
(control de carga) en lisados celulares de un cultivo de FSAR no tratados y tratados con fibrina durante 10,
20, 30 y 60 min. B) Cociente de expresión de las isoformas fosforiladas/ no fosforiladas de JNK 46/54 en FSAR
tratados con trombina o fibrina mediante polimerización in situ durante 10, 20, 30 (n= 3) y 60 min (n= 1)
normalizado frente a control no tratado.
Fͻ̭= ͆ͻ̭ΪͻΔ̠ͳ ℗= isoforma fosforilada, Tub= tubulina.
2.3. Estudio de los receptores putativos de fibrina en FSAR, 
mediante silenciamiento postranscripcional con sondas
siRNA
De los diferentes receptores celulares de la fibrina, seleccionamos 3 posibles
candidatos a mediar las acciones de esta macromolécula en los FSAR, los receptores
TLR4 y TLR2 y la molécula de adhesión ICAM-1. Para estudiar la participación de los
receptores TLR2, TLR4 y ICAM-1 en las acciones mediadas por fibrina en FSAR se
compararon células con o sin tratar con fibrina y silenciadas frente a los diferentes
receptores candidatos (siARN) o secuencia no codificante (Mock siARN). La eficiencia 
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DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
de cada uno de estos silenciamientos, como se puede observar en el anexo 2, fue
previamente confirmada.
2.3.1. Efecto de la fibrina sobre la inducción de IL8 e IL6 en FSAR tras
silenciar TLR4
Los FSAR fueron tratados con TLR4 siARN (siTLR4) o con Mock siARN
(siMock) según se detalla en Métodos y en el Anexo 2. A continuación, fueron
incubados con fibrina (0.8 mg/ml) polimerizada in situ durante 12 h. Las células siTLR4 
tuvieron una reducción en los niveles de ARNm de IL8 de un 52% respecto a los FSAR
siMock (n= 5; p< 0.05). Por su parte, la expresión génica de IL6 se redujo en un 79%
(n= 5; p< 0.05). Estos resultados se confirmaron a nivel proteico, tras 18 h de
incubación con fibrina. Los FSAR siTLR4 mostraron una reducción de un 66% en los 
niveles de IL8 (n= 6; p< 0.05) y un 75% en los de IL6 (n= 6; p< 0.05) en los
sobrenadantes de los cultivos (figura 16).
A
B
Figura 16. Expresión de ARNm (n= 5) y niveles peptídicos de IL8(A) e IL6 (n= 6) (B) en cultivos de FSAR
incubados con fibrina durante 12 h (ARNm) y 18 h (proteína). Las células fueron previamente
transfectadas con las sondas siTLR4 o siMock e incubadas durante 24 h para alcanzar un máximo de
silenciamiento. Los estudios de ARNm se realizaron mediante qPCR y los niveles peptídicos se
determinaron con ELISA específicos en los sobrenadantes.
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2.3.2. Efecto de la fibrina sobre la inducción de IL8 e IL6 en FSAR tras 
silenciar TLR2
Los FSAR tratados con TLR2 siARN (siTLR2) o con siMock fueron incubados
con fibrina (0.8 mg/ml) polimerizada in situ, en iguales condiciones que en el
experimento anterior (figura 17). Los niveles de ARNm de IL8 e IL6 así como los 
peptídicos, no presentaron diferencias significativas entre siTLR2 y siMock.
A
B
Figura 17. Expresión de ARNm (n= 5) y niveles proteicos (n= 6) de IL8 (A) y ARNm (n= 6) y niveles
proteicos (n= 6) de IL6 (B) en cultivos de FSAR incubados con fibrina durante 12 h (ARNm) y 18 h
(proteína). Las células fueron previamente transfectadas con las sondas siTLR2 o siMock e incubadas
durante 24 h para alcanzar un máximo de silenciamiento. Los estudios de ARNm se realizaron
mediante qPCR y los niveles peptídicos se determinaron con ELISA específicos en los sobrenadantes.
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2.3.3. Efecto de la fibrina sobre la inducción de IL8 e IL6 en FSAR tras 
silenciar ICAM-1
Al igual que lo observado con los FSAR siTLR2, tampoco se obtuvieron 
diferencias significativas entre los grupos siMock y siICAM-1 ni a nivel de ARNm ni a 
nivel proteico (figura 18).
A
B
Figura 18. Expresión de ARNm (n= 5) y niveles proteicos (n= 4) de IL8 (A) y ARNm (n= 5) y niveles
proteicos (n= 5) de IL6 (B) en cultivos de FSAR incubados con fibrina durante 12 h (ARNm) y 18 h
(proteína). Las células fueron previamente transfectadas con las sondas siICAM-1 o siMock e incubadas
durante 24 h para alcanzar un máximo de silenciamiento. Los estudios de ARNm se realizaron mediante
qPCR y los niveles peptídicos se determinaron con ELISA específicos en los sobrenadantes.
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2.4. Estudios para descartar contaminación por 
lipopolisacárido
Una de las dificultades de estudiar la activación de TLR4 radica en que esta
molécula actúa como receptor para los lipopolisacáridos (LPS) de la pared de
bacterias Gram negativas. Aunque el origen del fibrinógeno que empleamos en
nuestros experimentos era humano, realizamos experimentos para descartar que una
pequeña contaminación por LPS de los reactivos empleados pudiera interferir en
nuestras observaciones. Para ello se midieron los niveles de IL6 (n= 3) mediante
ELISA en sobrenadantes de cultivos de FSAR no tratados, tratados con fibrina (0.8
mg/ml) o con trombina (0.75 UI/ml) durante 15 h, en presencia o ausencia del inhibidor
de LPS polimixina B (0.2 μg/ml).
En ningún caso observamos diferencias entre los grupos tratados o no con
polimixina (PMX)-B (figura 19).
Figura 19. Niveles de IL6 determinados mediante ELISA (n= 3) en sobrenadantes de
FSAR no tratadas, tratadas con fibrina (0.8 mg/ml) mediante polimerización in situ o 
trombina (0.75 UI/ml) con y sin inhibidor de LPS polimixina B (0.2 Σͮ/Γ΍) ̸ϓΪ̠Δθ̼
15 h.
2.5. Resumen sección 2
En resumen, nuestros datos muestran que la activación de las citoquinas
proinflamatorias IL6 e IL8 se produce a través de la acción de NFκB, proceso en el
cual es clave el papel del receptor TLR4. Probablemente participen también las 
quinasas MAPK ERK y JNK-46, mientras que nuestros datos no apoyan la
intervención de los receptores TLR2 ni ICAM-1 en este proceso de activación celular.
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Figura 20. Esquema del modelo de activación inducido por fibrina en FSAR. A través de la interacción fibrina­
TLR4, se produce una activación mediante la vía canónica o alternativa de TRAF 6, que induce la activación de
ͣFΡ ϥ ̸̼ ΍̠ή ΩϓͻΔ̠ή̠ή J͚ͣ ϥ E͸͚ͳ Ωϓ̼ ̸̼ή̼Γ̭Λ̮̠ ̼Δ ΍̠ ̠̮θͻϞ̠̮ͻΝΔ ̸̼ ̸ͻ̼͆Ϊ̼Δθ̼ή ̼ͮΔ̼ήͳ ΧΪΛͻΔ͆΍̠matorios
como IL6 e IL8. Elaboración propia.
3. La citrulinación aumenta el efecto de la fibrina sobre la expresión y
síntesis de las citoquinas proinflamatorias
La citrulinación de la fibrina participa en la respuesta inmune humoral observada 
en los pacientes con AR. Una vez demostrada la actividad inflamatoria de la fibrina en
los FSAR, quisimos conocer si su citrulinación podría modificar esta respuesta.
Para desarrollar este objetivo, realizamos estudios comparativos del efecto de la
fibrina nativa frente a fibrina citrulinada con las peptidil arginín deiminasas (PAD)
responsables de esta modificación in vivo. En todos los experimentos, la fibrina nativa
fue incubada en presencia de los reactivos de citrulinación, pero sin la adición de PAD
(fibrina-sham).
3.1. Eficiencia de la citrulinación de la fibrina con las
peptidilarginín deiminasas (PAD) 2 y 4
La incubación de la fibrina polimerizada (0.8 mg/ml) con PAD2 (fibrina-citP2) y
PAD4 (fibrina-citP4) durante 2, 4 o 15 h, produjo regiones pepitídicas enriquecidas en
citrulina en las cadenas α y β de la fibrina, consistentes con los datos previamente
descritos en la literatura (Vossenaar ER, et al., 2003 wl). Como se puede observar en
la figura 21, la eficiencia óptima de citrulinación se obtuvo tras 4 h de incubación con
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18 mg/ml de PAD2 (cociente enzima-sustrato 1:10) y 41 mg/ml de PAD4 (cociente
enzima-sustrato 1:5). Estas fueron las condiciones que empleamos a continuación en
nuestros experimentos. Cabe destacar que la eficiencia de transformación tanto de la
fibrina como del fibrinógeno fue menor en las muestras tratadas con PAD4 que en
aquellas tratadas con PAD2.
A
B
Figura 21. A) Tinción de azul Coomasie de lisados de fibrina y fibrinógeno nativos
(0) o después de incubación de 4 h con peptidil arginín deiminasa (PAD)-2 ó 4
(PAD4) con cocientes enzima-sustrato 1:10 y 1:5 respectivamente, tras SDS-PAGE.
B) Western Blot de péptidos citrulinados en extractos de fibrina y fibrinógeno
nativos, o tratados con las enzimas PAD2 y PAD4 en las condiciones mencionadas.
3.2. Ensayo de viabilidad celular en FSAR incubados con 
fibrina citrulinada
Para asegurar que las condiciones de citrulinación no afectaron a la viabilidad 
celular, se cuantificó la producción de formazan tras 18 y 24 h de incubación, en
células incubadas con fibrina-sham, fibrina-citP2 y fibrina-citP4 (n= 5). El ensayo 
mostró que la viabilidad de los FSAR no se vio afectada bajo las condiciones de
citrulinación, ni a las 18 ni a las 24 h. 
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DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
Figura 22. Niveles de formación de formazan en FSAR tratados con fibrina-sham (0.8
mg/ml), fibrina-citP2 (cociente enzima-sustrato 1:10) y fibrina-citP4 (cociente 1:5) 
durante 18 y 24 h, normalizados por los niveles observados en las mismas células no
tratadas.
3.3. Expresión génica de IL8 e IL6 en FSAR incubados con 
fibrina citrulinada en comparación con fibrina nativa
Los FSAR (n= 5) se sembraron sobre matrices de fibrina-sham, fibrina-citP2 o
citP4 y se determinaron los niveles de ARNm de IL8 e IL6 tras 18 h de incubación.
Una vez procesadas las muestras, la fibrina-citP2 dio lugar a un gran
incremento de los niveles de ARNm de IL8 (n= 5, p< 0.05) y de IL6 (n= 5, p< 0.05)
respecto a la expresión observada en fibrina-sham. La fibrina-citP4 también aumentó
la expresión génica de las citoquinas, pero de forma más variable (n= 5, ns).
Figura 23. Expresión de ARNm de IL8 e IL6 mediante qPCR de FSAR tratados con
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3.4. Niveles de IL8 e IL6 en los sobrenadantes de FSAR 
incubados con fibrina citrulinada en comparación con 
fibrina nativa
Los niveles de proteína de IL8 e IL6 se determinaron tras 24 h de incubación
con fibrina-sham, fibrina-citP2 ó fibrina-citP4. En estos experimentos, los cultivos
incubados con fibrina-citP2 mostraron niveles superiores de ambas citoquinas,
comparados con fibrina-sham (n= 5, p< 0.05), mientras que la fibrina-citP4 también dio 
lugar a un aumento en los niveles de IL8 (n= 5, p< 0.05).
Figura 24. Niveles de IL8 e IL6 determinados mediante ELISA (n= 5) en
sobrenadantes de FSAR tratadas con fibrina-sham, fibrina-citP2 y fibrina-citP4 
durante 24 h (n= 5).
3.5. Estudios para descartar contaminación por 
lipopolisacárido del medio y las enzimas citrulinantes
Dado que los enzimas utilizados en estos experimentos son enzimas 
recombinantes humanas sintetizadas mediante transfección bacteriana, llevamos a 
cabo experimentos para descartar que el efecto mostrado por la fibrina citrulinada no
se debiera a la presencia de trazas contaminantes de LPS. Para esto se cultivaron
FSAR (n= 3) durante 15 h con los reactivos de citrulinación en presencia o ausencia
de PMX B. También realizamos un control con PAD2 desnaturalizada por calor, dado
que esta inactivación afecta a su actividad enzimática y no modificaría la presencia de
LPS en el medio.
Como puede observarse en la figura 25, se midieron los niveles peptídicos de
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Figura 25. Niveles de IL6 determinados mediante ELISA (n= 3) en medio de cultivo de FSAR no
tratadas, tratadas con buffer de citrulinación y PAD2, con o sin PMX-B y PAD2 desnaturalizada 
por calor durante 15 h.
3.6. Resumen sección 3
La adición de enzima PAD2 produjo una mayor cantidad de péptidos citrulinados
tanto en la molécula de fibrinógeno como en la de fibrina que la incubación con PAD4, 
lo que sugiere que probablemente sea esta isoenzima la que contribuye 
mayoritariamente a la citrulinación de la fibrina in vivo en humanos.
La fibrina citrulinada, principalmente por PAD2, fue más potente que la fibrina
nativa en la inducción de las citoquinas proinflamatorias en FSAR. Por tanto, esta
transformación podría asociarse a una mayor activación en la membrana sinovial en
los pacientes con AR.
4. Papel de la fibrina como estímulo proinvasivo para los fibroblastos
sinoviales de pacientes con artritis reumatoide
Para estudiar la posible contribución de la fibrina en la adquisición del fenotipo 
invasivo de los FSAR, tratamos de confirmar la inducción por fibrina de varias 
moléculas detectadas en los estudios de microarray. Seleccionamos para ello, PDGF,
End 1, Synj 2 y VCAM-1. Además, quisimos explorar si la fibrina podría facilitar la 
degradación de la matriz extracelular mediada por las metaloproteasas, cuyo papel
patogénico en la artritis erosiva es bien conocido.
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4.1. Confirmación de la inducción por fibrina de moléculas
asociadas al fenotipo invasivo de los FSAR
La expresión de ARNm de PDGF, End1 y Synj2 se estudió tras 12 h de
incubación con trombina o fibrina polimerizada in situ (n= 4) sin que pudiéramos
objetivar cambios significativos en la transcripción de dichas moléculas.
Con respecto a la molécula de adhesión VCAM-1, los niveles de ARNm fueron
indetectables en las células no estimuladas en 3 de los 5 cultivos estudiados. En estos
3 casos, la incubación con fibrina fue capaz de inducir su expresión. En contraste, en 2
cultivos de FSAR se observó expresión de VCAM-1 de forma espontánea, sin que la
adición de fibrina modificase estos niveles.
4.2. Colocalización de MMP1 y MMP3 con fibrina en la
membrana sinovial de pacientes con artritis reumatoide
Las principales moléculas implicadas en la destrucción tisular en la AR son las
MMP. En nuestros estudios de microarray no observamos la inducción de ninguna de
estas moléculas. Con objeto de evaluar si la presencia de fibrina podría asociarse a
una mayor producción de MMP, estudiamos la distribución tisular de la fibrina y las 
MMP1 y 3 en membranas sinoviales procedentes de pacientes con AR. Como puede
apreciarse en la figura 26, la fibrina predominó en la vecindad de la íntima en forma de
depósitos sólidos, mayoritariamente acelulares; mientras que las zonas más 
organizadas aparecieron principalmente en las regiones intersticiales, asociándose a
una hipercelularidad y a presencia de inmuno-reactividad en el interior celular. La
fibrina se localizó de forma llamativa en los frentes invasivos en contacto con el hueso
y el cartílago.
A continuación, estudiamos la distribución de MMP1 y MMP3 en cortes
seriados de los mismos tejidos, de forma aislada o en combinación con fibrina, usando
tinciones dobles. La reactividad hacia ambas MMPs fue alta en estos tejidos,
apareciendo la MMP1 principalmente en el interior celular, mientras MMP3 predominó
en localización extracelular. Ambas proteasas se localizaron de forma abundante en
los frentes de erosión. Figura 26.
En los estudios de doble tinción, la inmunoreactividad intersticial a ambas MMP
se asoció con los depósitos de fibrina. Además, tanto las dos MMP como la fibrina, se
presentaron principalmente en los frentes de invasión. Por otro lado, los FSAR de las
regiones ricas en fibrina mostraron una alta reactividad a MMP1 y MMP3. En conjunto,
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estos datos indican que las regiones ricas en fibrina se corresponden con sitios de
mayor actividad proteolítica en las articulaciones.
Figura 26. Inmuno-histoquímica de membrana sinovial procedente de pacientes AR incubado con anticuerpos anti MMP3, anti MMP1 y anti
fibrina (fibrinógeno). El factor de amplificación se muestra a la derecha. Se muestran zonas ricas en fibrina (verde) y la presencia de MMP3
extracelular (marrón) e inmuno-reactividad frente a MMP1 de predominio intracelular (violeta) en las mismas áreas, a bajo aumento (izda.),
en detalle (centro) y en zonas de invasión de hueso y cartílago (derecha).
72
 




   
   
      
      
    
         
 
 
       





     
       
         
     
        
         
     
     
DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
4.3. Expresión génica de las metaloproteinasas MMP1, MMP3,
MMP9, MMP13 y MMP14 en FSAR incubados con fibrina
Tras 12 h de incubación con fibrina (n= 4), observamos una tendencia al
aumento de los niveles de expresión génica de MMP1, MMP3 y MMP9 de unas 4, 50 y
9 veces respectivamente, aunque no se alcanzó significación estadística (figura 27).
Por el contrario, no observamos modificaciones en la expresión de MMP13 ni de
MMP14.
Figura 27. Expresión de ARNm de MMP1, MMP3, MMP9, MMP13 y MMP14 
mediante qPCR de FSAR tratados o no con fibrina durante 12 h (n= 4) normalizado
frente a no tratado.
4.4. Detección proteica de MMP1 y MMP3 en sus formas latente 
y activa tras incubación de los FSAR con fibrina
Dado que la función de las MMP está sometida a una estrecha regulación
transcripcional y postranscripcional estudiamos a continuación la posible relación entre
la presencia de fibrina y la activación de MMP1 y de MMP3. Tras 18 y 24 h de
estimulación con fibrina se midieron los niveles de proteína en los extractos celulares y 
en los sobrenadantes. A las 24 h de incubación con fibrina se observó un incremento
de 4 veces en la MMP1 activa a nivel intracelular (n= 6, p< 0.05) (figura 28); por su
parte, la MMP3 activa aumentó tras incubación con fibrina en los sobrenadantes de 3 
de los 6 cultivos de FSAR estudiados (ns) (figura 28).
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A
B
Figura 28. A) Inmuno-blots representativos de MMP1 (izda.) y MMP3 (dcha.) frente a sus
controles de carga correspondientes, sobrenadantes y tubulina respectivamente, de cultivos
de FSAR no tratados o tratados con fibrina durante 18 y 24 h. B) Expresión de zimógeno y 
proteasa activa de MMP1 y MMP3 mediante WB de lisado celular y sobrenadante de cultivos
FSAR tratados o no con fibrina durante 24 h (n= 6) normalizado frente a no tratado.
4.5. Resumen sección 4
Algunas moléculas identificadas en el transcriptoma de la fibrina en FSAR se 
asocian a invasividad celular, pero nuestros estudios no han logrado confirmar su
relación con la fibrina. La inducción de la molécula VCAM-1 en varios cultivos sugiere
la existencia de un mecanismo proinvasivo diferencial de la fibrina en diferentes
subtipos de la enfermedad, aunque es necesario realizar más estudios para extraer
conclusiones consistentes.
Por otra parte, la fibrina favorece la expresión de las proteasas MMP1, MMP3 y 
MMP9 por los fibroblastos sinoviales y se asocia a las MMP en los frentes de invasión
lo que sugiere su participación activa en el daño articular.
5. Comparación en la respuesta celular a la fibrina entre pacientes con 
artritis reumatoide y artrosis
Se ha sugerido que los FSAR presentan alteraciones intrínsecas que podrían
justificar una mayor reactividad a factores del microambiente tisular. Por este motivo,
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quisimos comparar el efecto de la fibrina en células de pacientes con AR y con OA
sometidos a recambio protésico.
5.1. Comparación de la inducción de moléculas
proinflamatorias por la fibrina en FSAR y FSOA
No observamos diferencias significativas entre FSAR y FSOA en la expresión
de ARNm y proteína de IL8, IL6 (figura 29) e ICAM-1 (figura 30) inducida por fibrina.
A
B
Figura 29. A) Incremento de expresión de ARNm de IL8 e I͜6 Γ̸̼ͻ̠Δθ̼ Ω͵͸ ̸̼ Fͼ!͸ (Δ= 5) ϥ Fͼͩ! (Δ≥ 4) ΔΛ θΪ̠θ̸̠̠ή Λ θΪ̠θ̸̠̠ή
con fibrina mediante polimerización in situ durante 12 h normalizado frente a control no tratado. B) Niveles de IL8 e IL6
determinados mediante ELISA en FSAR (n= 5) y FSOA (n= 4) tratadas con fibrina mediante polimerización in situ durante 24 h.
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A
B C
Figura 30. A) Incremento de expresión de ARNm de ICAM-1 mediante qPCR de FSAR (n = 5) y FSOA (n=
5) no tratadas o tratadas con fibrina mediante polimerización in situ durante 12 h normalizado frente a
control no tratado. B) Inmuno-blots representativos de ICAM-1 frente a control de carga, de un cultivo
FSAR y otro FSOA no tratados o tratados con fibrina durante 24 h. C) Niveles de ICAM-1 determinados 
mediante WB en FSAR (n= 4) y FSOA (n= 2) tratadas con fibrina mediante polimerización in situ durante
24 h.
Como se puede apreciar en la figura 31, la incubación con fibrina produjo un
efecto similar sobre la expresión de ARNm de Cox2 en FSAR (n= 6) y FSOA (n= 5)
frente a sus respectivos controles no tratados, mientras que produjo una inhibición en
la expresión de Cox1 en FSAR de un 85% frente a FSOA (p≤ 0.05). En consecuencia,
el cociente Cox2/Cox1 fue 2.5 veces mayor en FSAR (ns).
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A B
C
Figura 31. A) Incremento de expresión de ARNm de Cox2 mediante qPCR de FSAR (n= 6) y FSOA (n= 5) no tratadas o tratadas con
fibrina mediante polimerización in situ durante 12 h normalizado frente a control no tratado. B) Incremento de expresión de
ARNm de Cox1 mediante qPCR de FSAR (n= 6) y FSOA (n= 5) no tratadas o tratadas con fibrina mediante polimerización in situ
durante 12 h normalizado frente a control no tratado. C) Cociente de expresión de ARNm Cox2/Cox1 de FSAR (n= 6) y FSOA (n= 5)
no tratadas o tratadas con fibrina mediante polimerización in situ durante 12 h normalizado frente a control no tratado.
En cuanto a nivel proteico (figura 32), no se observaron diferencias 
significativas entre FSAR (n= 5) y FSOA (n= 8), en ninguno de los casos, aunque se
siguió observando una ligera tendencia a la disminución de Cox1 en FSAR.
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Figura 32. A) Inmuno-blot representativo de Cox2, Cox1 y control de carga en lisados celulares de un cultivo de
FSAR (izda.) y FSOA (dcha.) no tratados, tratados con fibrina. B) Expresión de Cox2, normalizada frente a 
control de carga, en FSAR (n= 5) y FSOA (n= 8) no tratados o tratados con fibrina, durante 15 h. C) Expresión de
Cox1 normalizada frente a control de carga, en FSAR (n= 5) y FSOA (n= 8) no tratados o tratados con fibrina,
durante 15 h. D) Cociente de expresión Cox2/Cox1 en FSAR (n= 5) y FSOA (n= 8) tratados con fibrina mediante
polimerización in situ durante 15 h normalizado frente a control no tratado.
Comparamos también la expresión génica de IP10 entre ambas entidades 
(figura 33). Esta molécula resultó estar suprimida en los FSAR (n= 6), respecto a los
FSOA (n= 4), los cuales mostraban niveles 30 veces superiores en condiciones
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DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
basales (p< 0.05). Tras la estimulación con fibrina, los FSAR presentaron un gran
aumento en la expresión de IP10 (p< 0.05), que no se observó en los FSOA.
Figura 33. Nivel de expresión de ARNm de IP10 mediante qPCR de FSAR (n= 5) y FSOA (n= 4) tratados con fibrina
mediante polimerización in situ durante 12 h normalizado frente a control no tratado.
Según nuestros resultados previos, el receptor TLR4 es fundamental en
vehicular las acciones de la fibrina en los FS. En comparación con los FSOA, los
FSAR mostraron una sobreexpresión de este receptor en condiciones basales, ya que
los niveles de ARNm fueron unas 15 veces superiores en los FSAR (n= 6) respecto a
los FSOA (n= 3). La adición de fibrina no pareció mostrar cambios apreciables en los 
niveles del receptor, entre FSAR y FSOA. Figura 34.
Figura 34. Nivel de expresión de ARNm de TLR4 mediante qPCR de FSAR (n= 6) y FSOA (n= 3) tratados con 
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5.2. Comparación de la inducción de moléculas reguladoras
por la fibrina en FSAR y FSOA
Al comparar la estimulación mediada por fibrina entre FSOA y FSAR (n= 5) en
los niveles de expresión de ARNm de A20, IKBα y TNFAIP6 (Figura 35), tampoco se
obtuvieron diferencias significativas entre ambos grupos.
A B
C
Figura 35. A) Nivel de expresión de ARNm de A20 mediante qPCR de FSAR (n= 5) y FSOA (n= 5) tratados con fibrina
mediante polimerización in situ durante 12 h normalizado frente a control no tratado FSAR. B) Nivel de expresión de
ARNm de IΡΐ mediante qPCR de FSAR (n= 5) y FSOA (n= 5) tratados con fibrina mediante polimerización in situ
durante 12 h normalizado frente a control no tratado FSAR. C) Nivel de expresión de ARNm de TNFAIP6 mediante
qPCR de FSAR (n= 5) y FSOA (n= 5) tratados con fibrina mediante polimerización in situ durante 12 h normalizado
frente a control no tratado FSAR.
5.3. Comparación del efecto de la fibrina sobre la inducción de
IL8 e IL6 tras silenciar TLR4 en FSAR y FSOA
Al comparar el efecto del silenciamiento del receptor TLR4 en la estimulación
de IL8 e IL6 mediada por fibrina entre FSOA y FSAR (figura 36) los niveles de
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expresión de ARNm (FSAR n≥ 5; FSOA n≥ 4) y de proteínas (FSAR n= 6; FSOA n= 4)
de ambas moléculas, no presentaron diferencias significativas. 
A
B
Figura 36. A) Expresión de ARNm (FSAR n= 5; FSOA n= 4) y niveles peptídicos (FSAR n= 6; FSOA n= 4) de IL8. B) Expresión 
de ARNm (FSAR n= 6; FSOA n= 5) y niveles peptídicos (FSAR n= 6; FSOA n= 4) de IL6 en cultivos incubados con fibrina
durante 12 h (ARNm) y 18 h (proteína). Las células fueron previamente transfectadas con las sondas siTLR4 o siMock e
incubadas durante 24 h para alcanzar un máximo de silenciamiento. Los estudios de ARNm se realizaron mediante qPCR y
los niveles peptídicos se determinaron con ELISA específicos en los sobrenadantes.
5.4. Comparación del efecto de la inducción de moléculas
asociadas al fenotipo invasivo por la fibrina en FSAR y
FSOA
Al comparar la estimulación del ARNm de MMP1, 3 y 9 (figura 37) mediada por
fibrina entre FSOA (n= 4) y FSAR (n= 4), se observó una tendencia similar entre
ambas poblaciones. Los FSOA no estimulados mostraron una mayor expresión génica
de MMP3 (p< 0.05 vs los FSAR, n= 4) sin que se apreciaran efectos sobre estos
niveles con la adición de fibrina. 
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Figura 37. Expresión de ARNm de MMP1, MMP3 y MMP9 mediante qPCR de
FSAR (n= 4) y FSOA (n= 4) tratados con fibrina durante 12 h, normalizadas
frente control no tratado FSAR.
5.5. Resumen sección 5
Estos estudios muestran que el proceso de inducción de la fibrina los FS no es
específico de los pacientes con AR. Sin embargo, los FSAR podrían ser más sensibles 
a las acciones de la fibrina in vivo, debido a que tienen una mayor expresión del
receptor TLR4 en condiciones basales.
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DISCUSIÓN
1. Efecto inducido por fibrina en células sinoviales reumatoides
Históricamente, la fibrina acumulada en la membrana sinovial de los pacientes
con AR, así como en diferentes modelos experimentales, fue interpretada como un
reflejo del ambiente proinflamatorio de la membrana sinovial. En ese contexto, a
menudo se ha identificado con la noción de daño sinovial terminal. Sin embargo, el
papel de la fibrina como agente perpetuador fue adquiriendo mayor protagonismo en
relación con la trombofilia extraarticular característica de la patología. Posteriormente,
y principalmente tras el descubrimiento de la citrulinación y de su significado en la AR,
la fibrina es estudiada como uno de los principales autoantígenos de la enfermedad. El
posible papel como estímulo de la reacción inflamatoria sinovial que lleva a la 
producción de las citoquinas pivotales de la enfermedad no se había abordado hasta
la actualidad (Salvi R, et al., 2000 wl) (Andersen RB y Gormsen J, 1970 wl) (Ichikawa
Y, et al., 1997 wl) (Bloom BJ, et al., 1998 wl) (Chapuy-Regaud S, et al., 2005 wl) 
(Sanchez-Pernaute O, et al., 2003a wl) (Takizawa Y, et al., 2006 wl) (Raijmakers R, et
al., 2012 wl) (Trouw LA, et al., 2009 wl).
Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se ha demostrado el efecto
proinflamatorio de la fibrina en los FSAR, a través de la unión al receptor de la
inmunidad innata TLR4 y la consiguiente activación de diferentes citoquinas entre las
que destacamos IL6 e IL8. También hemos podido observar cómo la citrulinación
amplifica el efecto proinflamatorio de la fibrina en los FSAR. Por otra parte, nuestros
resultados indican que los depósitos de fibrina favorecen la producción de MMPs
implicadas directamente en la degradación e invasividad por parte de los FSAR del
tejido óseo y cartilaginoso adyacente.
Nuestros hallazgos apoyan que uno de los aspectos clave del papel de la 
fibrina en la patogenia de la enfermedad es, precisamente, el ambiente procoagulante
en las articulaciones de los pacientes. La figura 38, resume las principales alteraciones
descritas en los procesos tisulares de fibrinogénesis/fibrinolisis. En particular, las 
articulaciones de los pacientes se caracterizan por un aumento de factor tisular, de
fragmentos de la MEC, del inhibidor de activador del plasminógeno (PAI)-I y de la
carboxipeptidasa B (CBP) (Mechtcheriakova D, et al., 1999 wl) (Alm AK, et al., 1999
wl) (Yan SF, et al., 1998 wl) (Song JJ, et al., 2011 wl) (Salvi R, et al., 2000 wl), dos de
los cuales aparecen sobreexpresados en nuestros resultados de microarray: PAI-1 y
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DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
Factor tisular. Brevemente, el factor tisular tiene un papel en iniciar la vía extrínseca de 
la hemostasia en respuesta a mediadores inflamatorios y los fragmentos de la MEC
tienen capacidad para inhibir a antitrombina (Chang X, et al., 2005c wl; 2005d wl), 
ambas contribuyendo a la estimulación de la fibrinogénesis. Por otro lado, los
fragmentos de la MEC son también capaces de inhibir al activador de plasminógeno
tipo urokinasa (uPA) (Braat EA, et al., 2000 wl) esto junto a la activación de PAI-I y
CBP, todas implicadas en la activación del plasminógeno, sugieren un déficit en
degradación constitutiva de la fibrina.
Figura 38. Esquema de la alteración de las rutas de coagulación/fibrinólisis en AR. Elaboración propia.
EGR1= factor de crecimiento de respuesta temprana 1, PAR1= receptor activado por proteasas 1, VEGF= factor
de crecimiento endotelial vascular, TFPI= inhibidor de la vía del Factor Tisular, CBP= carboxipeptidasa B, uPA=
activador de plasminógeno tipo uroquinasa, PAI-1= inhibidor del activador del plasminógeno 1.
La activación de la hemostasia y el aumento de trombina en el espacio articular
podrían ser responsables directos de diferentes acciones celulares a través de los 
receptores activados por proteasas (PARs). Estos se expresan en la superficie de los
condrocitos y de los fibroblastos sinoviales, y pueden inducir la expresión de algunas
citoquinas, incluyendo IL6 e IL8, como se ha observado en diferentes células,
incluyendo los fibroblastos sinoviales (Huang CY, et al., 2013 wl) (Furuhashi I, et al.,
2008 wl) (Take Y, et al., 2009 wl) (Chiu YC, et al., 2008 wl) (Lin CH, et al., 2006 wl). 
Sin embargo, nuestros experimentos demostraron que el efecto proinflamatorio era
debido a la fibrina y no a la presencia de trombina en las mallas. En consonancia con
nuestros resultados, Qui J y colaboradores en 1997 wl, demostraron la especificidad 
de la fibrina frente a trombina y fibrinógeno en la inducción de IL8 en células
vasculares endoteliales.  
El fibrinógeno y la fibrina son elementos de la MEC cuya función principal es 
dar soporte a las células, favoreciendo la locomoción, la adhesión, la proliferación y la
supervivencia. Estas acciones son fundamentales en los procesos de reparación de
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heridas y en facilitar la migración de los leucocitos a través de la pared de los vasos.
Estas macromoléculas también tienen un papel en algunas situaciones patológicas,
como el crecimiento tumoral (Yakovlev S, et al., 2014 wl) (Rybarczyk BJ, et al., 2003
wl) (Naito M, 2000 wl) (Chiron S, et al., 2012 wl) (Gerard C, et al., 2011 wl) (Nomura H,
et al., 1999 wl) (Hayen W, et al., 1999 wl) (Palumbo JS, et al., 2000 wl; 2005 wl). Las
redes de fibrina tienen acciones indirectas, proporcionando sitios específicos de unión
para factores de crecimiento, como VEGF y FGF-2. El anclaje de estos péptidos
prolonga su tiempo de actuación y regula su distribución (Sahni A, et al., 1998 wl; 2000
wl). Del mismo modo, la fibrina tiene múltiples dominios de unión a otras MEC,
proteasas y células, y a través de estos últimos puede ejercer efectos directos sobre el
metabolismo celular (Naito M, 2000 wl) (Smiley ST, et al., 2001 wl) (Szaba FM y 
Smiley ST, 2002 wl).
Estas acciones nos impulsaron a plantear la interacción de la fibrina con los
fibroblastos sinoviales, y a exportar a la artritis el sistema de interacción in vitro entre
fibrina y monocapas celulares.
En la mayoría de los experimentos que hemos realizado, fibrina y fibrinógeno
mostraron un perfil de efectos similares. La principal diferencia fue la magnitud del
efecto, mucho más notorio en el caso de la fibrina. Este hecho ha sido descrito
también en monocitos/macrófagos y polimorfonucleares. Posiblemente, la fibrina
induce respuestas celulares más potentes debido a su capacidad de mantener uniones
más estables y fuertes que el fibrinógeno en las diferentes células con las que
interacciona. Las fuerzas tensiles generadas en las mallas de fibrina pueden activar,
además, la señalización a través de diferentes moléculas de adhesión (Shainoff JR, et
al., 1990 wl) (Zhang P, et al., 2010 wl) (Yakovlev S, et al., 2014 wl) (Sahni A y Francis
CW, 2000 wl) (Qi J, et al., 1997 wl).
Los estudios de transcripción de genoma completo nos permitieron predecir la 
ruta de señalización dependiente de la fibrina en los fibroblastos sinoviales. Así, como
se puede observar en las figuras 39.1 y 39.2, gran parte de las moléculas inducidas 
por fibrina estaban implicadas en la señalización o eran activadas en respuesta a
NFκB (Gilmore Lab, 2011 wl). Estos datos concordaban con estudios previos (Liu X y
Piela-Smith TH, 2000 wl). En los siguientes experimentos, pudimos confirmar que el
contacto con la fibrina produce una activación del NFκB en FSAR. Estos hallazgos
sitúan a la fibrina en un estadio precoz en la cadena de mecanismos patogénicos de la
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Figura 39.1. Esquema de activación inducida por fibrina en FSAR. Elaboración propia.
VCAM= molécula de adhesión celular vascular, ICAM= molécula de adhesión intercelular, IL17R1= receptor 1 de la interleucina 17,
BDKRB1= receptor B1 de la bradiquinina, IFN= ͻΔθ̼Ϊ̼͆ΪΝΔͳ ͵͢!I͵1= ΧΪΛθ̼ͽΔ̠ 1 ͻΔ̸ϓ̮ͻ̸̠ ΧΛΪ ͆ΛΪ̭Λ΍ 12 ΓͻΪͻήθ̠θΛ 13 ̠̮̼θ̠θΛͳ IΡΐ=
ͻΔ͸ͻ̭ͻ̸ΛΪ ̸̼΍ ̠̮͆θΛΪ Δϓ̮΍̼̠Ϊ Ρΐͳ ͸̼΍!= ̠̮͆θΛΪ ̸̼ θΪ̠Δή̮ΪͻΧ̮ͻΝΔ Χ65ͳ !20= ΧΪΛθ̼ͽΔ̠ 3 ͻΔ̸ϓ̮ͻ̸̠ ΧΛΪ ΂ͣFΐͳ ͵I3͚= FΛή͆ΛͻΔΛήͻθΛ΍ 3 quinasa,
PITPNB= proteína fosfatidilinositol transferasa beta, DAPP1= adaptador dual de fosfotirosina y 3 fosfoinosítidos, AKT= proteína
quinasa B alfa, AKT1S1= sustrato 1 de AKT1, PI4K2A= fosfatidilinositol 4-quinasa Tipo 2 Alfa, IL= interleucina, THBS1=
trombospodina1, CXCL= quimioquinas con motivo CXC, CCL= quimioquinas con motivo CC, COX= Ciclooxigenasa, BIRC3=Péptido 3 con 
repetición baculoviral, THBD= trombomodulina, HSPB= proteína de choque térmico, SOD= superóxido dismutasa, PAI= inhibidor del
activador del plasminógeno, END1= endotelina 1, TF= f̠̮θΛΪ θͻήϓ΍̠Ϊͳ ΂ͣF!I͵= ΧΪΛθ̼ͽΔ̠ ͻΔ̸ϓ̮ͻ̸̠ ΧΛΪ ΂ͣFΐͳ D42E͵= Proteína efectora
(de unión a GTPasa Rho) CDC42, RAPH=Péptido asociado a Ras con dominios homólogos a plecstrina, ARHGEF= Factor de intercambio
nucleotídico guanina rho,SRGAP1= Proteína activadora de GTPasa Rho SLIT-ROBO 1, SYDE2= Homólogo 2 de GTPasas Rho, defectivo
en sinapsis 1, DIRAS3= Péptido similar a RAS 3, RADIL= Péptido asociado a Ras con dominios DIL, RHOB= Homólogo B de la familia Ras.
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Figura 39.2. Esquema de los principales factores nucleares implicados en la inducción de los 21 genes más sobreexpresados por fibrina en
FSAR. Esquina inf derecha. Gráfica con el porcentaje de genes inducidos por cada uno de los factores de transcripción. Elaboración propia.
PLK2= Quinasa 2 tipo polo, NEDD9= Molécula 9 de los precursores neurales inhibida en el desarrollo, PAI= inhibidor del activador del
plasminógeno, BIRC3= Péptido 3 con repetición baculoviral, Cox= Ciclooxigenasa, CXCL= quimioquinas con motivo CXC, CCL= quimioquinas
con motivo ͳ I͜= ͻΔθ̼Ϊ΍̼ϓ̮ͻΔ̠ͳ EͣD1= ̼Δ̸Λθ̼΍ͻΔ̠ 1ͳ ΂F= ̠̮͆θΛΪ θͻήϓ΍̠Ϊͳ !20= ΧΪΛθ̼ͽΔ̠ 3 ͻΔ̸ϓ̮ͻ̸̠ ΧΛΪ ΂ͣFΐͳ IΡBΐ= inhibidor del factor
Δϓ̮΍̼̠Ϊ Ρ ΐͳ ͢EͩΗ1= Homeobox 1 mesenquimal, EGR1= factor de crecimiento de respuesta temprana 1, GCH1= GTP Ciclohidrolasa 1, 
RGS4= Regulador 4 de la señalización de proteínas G, ZC3H12A= Péptido 12 A tipo Zn-finger CCCH, CYR61= Inductor angiogénico 61, con
regiones Cys-richͳ ͣ΂F3= ̼ͣϓΪΛθΪΛ͆ͻΔ̠ 3ͳ ͣFΡ= ̠̮͆θΛΪ Δϓ̮΍̼̠Ϊ Ί̠ΧΧ̠ ͳ !͵1= ΧΪΛθ̼ͽΔ̠ ̠̮θͻϞ̸̠ΛΪ̠ 1ͳ ͸E= Factor de transcripción de 
respuesta al AMPc, SP1= Factor de transcripción Especificidad 1.
Tras el análisis del transcriptoma inducido por fibrina, observamos muchas
moléculas con clara actividad proinflamatoria en los FSAR. Entre ellas, las citoquinas
IL8 e IL6, fueron las utilizadas para estudiarla respuesta celular a la fibrina; sin
embargo, además de éstas, seleccionamos algunas más para confirmar su inducción
con técnicas cuantitativas. 
En particular, ICAM-1 posee un importante papel en el reclutamiento de células 
del infiltrado de la membrana sinovial AR (Lee DM y Weinblatt ME, 2001 wl) (Sweeney
SE y Firestein GS, 2004 wl) y su activación por fibrinógeno había sido descrita
previamente en FSAR (Liu X y Piela-Smith TH, 2000 wl). También pudimos confirmar
la inducción de IP10 (CXCL10), cuyo papel es importante en el reclutamiento células T 
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y macrófagos y en la resorción ósea (Kwak HB, et al., 2008 wl). Sin embargo, en
contraste con lo publicado en otros estudios (Hanaoka R, et al., 2003 wl) su activación
no fue dependiente de ICAM-1.
Uno de los efectos de la fibrina a subrayar fue el producido sobre las ciclooxigenasas,
ya que no sólo provocó un incremento de la expresión de Cox2 , sino que produjo una
marcada disminución de la isoforma constitutiva, Cox1 (Smith WL, 1989 wl) (Mohale
DS, et al., 2014 wl). La Cox2 es uno de los principales genes dependientes de NFκB.
Se trata de una enzima clave en la síntesis de prostaglandinas y de citoquinas
responsables de la hipersensibilidad nocifectora. Se considera de gran relevancia en la
respuesta inflamatoria temprana y también en procesos de inflamación crónica (Flower 
RJ, 2003 wl) (Vanegas H y Schaible HG, 2001 wl) (Crofford LJ, 1997 wl) (Mohale DS,
et al., 2014 wl). La Cox1 tiene un papel fundamental en las acciones homeostáticas de
los derivados del ácido araquidónico, incluyendo la resolución de la inflamación
(Bassal NK, et al., 2012 wl) (Scher JU y Pillinger MH, 2009 wl) y su disminución podría
considerarse como un factor perpetuador en la AR.
2. Identificación del receptor de la fibrina en los fibroblastos sinoviales
reumatoides
El factor de transcripción NFκB es uno de los principales responsables de la 
activación de la inmunidad innata, en respuesta al reconocimiento de PAMPs a través
de RRP. Se sabe que este tipo de receptores también puede activarse en respuesta a
señales de alarma endógenas (DAMPs), como marcadores de daño tisular o trauma
(Bianchi ME, 2007 wl). Además, los ligandos endógenos podrían tener una mayor
capacidad de mantenerse expresados, constituyendo, por tanto, un aporte de
combustible para perpetuar la inflamación. Esta interacción persistente podría facilitar
la presentación a las células T de péptidos de la molécula autóloga, a través de las 
MHC, iniciando la respuesta adaptativa, y activando así la fase autoinmune de la
enfermedad, evidenciando así la participación de algunos efectores de la inmunidad 
innata en la generación o potenciación fisiopatológica de las enfermedades
autoinmunes (Pawar RD, et al., 2007 wl) (Fang J, et al., 2010 wl) (Úsuga X y Ossa AC,
2012 wl).
Los TLRs son una familia de receptores presentes en las membranas celulares,
conservada evolutivamente y una de las familias más importantes de RRPs. Se han
descrito 10 TLR humanos. Como se muestra en la tabla 3 se conoce una gran
cantidad de ligandos exógenos de los diferentes TLR y también un número creciente
de ligandos endógenos. Entre éstos, el fibrinógeno puede ser reconocido por los 
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DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
receptores TLR4 (Smiley ST, et al., 2001 wl) (Hodgkinson CP, et al., 2008 wl). Este
hecho, nos llevó a investigar si TLR4 podía ser el receptor principal de la fibrina en la
inducción génica que habíamos observado en los FSAR.





Lipo-proteínas y peptidoglicanos3, 2
Lipoglicanos2 






Inhibidor de proteasa Toxoplasma








Miosina cardiaca humana12 
Ácido hialurónico13,14,15
Cristales de urato monosódico16,17
Proteína sérica amiloide A18 
TLR2











Heparán sulfato (CD138)31,32 
Ácido hialurónico 13 ,33,15,34 





Cristales de urato monosódico 16,17
OxPAPC38
Resistina39
Proteínas S100 (Mrp8/14)40,41 
tenascina-C42 









ARN de cadena simple (ssRNA)46, 2,47 
Compuestos sintéticos similares a ácidos
nucleicos como imidazoquinolinas48 
Imidazoquinoline resiquimod (R-848)52
ssRNA2,47 
Secuencias de AND CpG no metiladas53,2
Hemozoína2 
ARN49,50 
ARN pequeño de interferencia (siRNA)51 
Miosina cardiaca humana12





Tabla 3. Lista de los receptores TLR con sus correspodientes ligandos exógenos y endógenos. ND= No determinado
Referencias: 1 - Takeuchi O, et al., 2002 wl; 2 - Akira S, et al., 2006 wl; 3 - Takeuchi O, et al., 1999 wl; 4 - Bulut Y, et al., 2002wl; 5 - Vabulas RM, et al., 2001 wl; 6 - Asea A, et
al., 2002 wl; 7 - Vabulas RM, et al., 2002a wl; 8 - Vabulas RM, et al., 2002 wl; 9 - Park JS, et al., 2004 wl; 10 - Curtin JF, et al., 2009 wl; 11 - Schaefer L, et al., 2005 wl; 12 - Zhang
P, et al., 2009 wl; 13 - Jiang D, et al., 2005 wl; 14 - Scheibner KA, et al., 2006 wl; 15 - Tesar BM, et al., 2006 wl; 16 - Liu-Bryan R, et al., 2005 wl; 17 - Liu-Bryan R, et al., 2005 wl; 
18 - Cheng N, et al., 2008 wl; 19 - Alexopoulou L, et al., 2001 wl; 20 - Kariko K, et al., 2004 wl; 21 - Cavassani KA, et al., 2008 wl; 22 - Poltorak A, et al., 1998 wl; 23 - Ohashi K, et
al., 2000 wl; 24 - Lehnardt S, et al., 2008 wl; 25 - Chase MA, et al., 2007 wl; 26 - Wheeler DS, et al., 2009 wl; 27 - Smiley ST, et al., 2001 wl; 28 - Hodgkinson CP, et al., 2008 wl; 
29 - Guillot L, et al., 2002 wl; 30 - Okamura Y, et al., 2001 wl; 31 - Johnson GB, et al., 2002 wl; 32 - Johnson GB, et al., 2004 wl; 33 - Termeer C, et al., 2002 wl; 34 - Iwata Y, et
al., 2009 wl; 35 - Biragyn A, et al., 2002 wl; 36 - Biragyn A, et al., 2008 wl; 37 - Dybdahl B, et al., 2002 wl; 38 - Imai Y, et al., 2008 wl; 39 - Tarkowski A, et al., 2009 wl; 40 - Vogl T,
et al., 2007 wl; 41 - Croce K, et al., 2009 wl; 42 - Midwood K, et al., 2009 wl; 43 - Roelofs MF, et al., 2006 wl; 44 - Hayashi F, et al., 2001 wl; 45 - Takeuchi O, et al., 2001wl; 46 -
Lund JM, et al., 2004 wl; 47 - Sarvestani ST, et al., 2013 wl; 48 - Hemmi H, et al., 2002 wl; 49 - Lau CM, et al., 2005 wl; 50 - Kelly KM, et al., 2006 wl; 51 - Sioud M, 2006 wl; 52 -
Jurk M, et al., 2002 wl; 53 - Hemmi H, et al., 2000 wl; 54 - Leadbetter EA, et al., 2002 wl; 55 - Viglianti GA, et al., 2003 wl; 56 - Tian J, et al., 2007 wl; 57 - Oosting M, et al., 2014
wl.
En nuestro estudio, pudimos demostrar que el bloqueo de TLR4 inhibe la 
activación de NFκB y la inducción de las citoquinas proinflamatorias IL8 e IL6 en los
FSAR. Aunque nuestros estudios se han enfocado únicamente en FS, concuerdan con
los resultados observados en estudios previos (Smiley ST, et al., 2001 wl) (Hodgkinson
CP, et al., 2008 wl), realizados en macrófagos sinoviales, donde se demostró que la
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DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
fibrina actúa como un ligando endógeno de TLR4 y es capaz de activar la síntesis de
IL6 y TNFα e incrementar la actividad del promotor de IL8, MMP1, MMP9, y MCP-1, lo
que hace intuir la existencia de una cascada de señalización y activación similar entre
ambas poblaciones celulares con implicaciones de igual relevancia en la patogenia de
la enfermedad.
La señalización a través de TLR, como se puede apreciar en la figura 40, tiene
lugar, característicamente, de forma coordinada. Habitualmente, parece ser necesaria
la activación de homo o heterodímeros de TLR o bien su asociación con otros tipos de
moléculas como las integrinas que activan de manera diferencial los diferentes
monómeros que componen la familia de los factores de NFκB (Barrera V, et al., 2011
wl) (de Aguiar C, et al., 2014 wl) (Wang YC, et al., 2014 wl) (Motojima M, et al., 2009
wl) (Ozinsky A, et al., 2000 wl) (Chun KH y Seong SY, 2009 wl), así se ha descrito una
íntima colaboración de TLR2 y TLR4 en la respuesta frente a diferentes señales
proinflamatorias como LPS (Good DW, et al., 2012 wl) (Motojima M, et al., 2009 wl) 
(Chun KH y Seong SY, 2009 wl). Por otro lado, diversos estudios atribuyen a los 
receptores TLR2 un papel en la patogenia de la AR y de modelos experimentales de la 
enfermedad (Joosten LA, et al., 2003 wl) (Abdollahi-Roodsaz S, et al., 2008 wl), que no
solo presentan patrones de respuesta similar a TLR4 (Xu L, et al., 2013 wl) (Perveen
K, et al., 2014 wl), sino que poseen sinergia positiva e incluso tolerancia cruzada entre
ambos receptores frente a diferentes estímulos, fibrinógeno incluido (Lee KS, et al.,
2007 wl) (Motojima M, et al., 2009 wl) (Sato S, et al., 2000 wl).
Igualmente, se ha demostrado la participación de ICAM-1 tras su unión a 
fibrinógeno en el aumento de la supervivencia y proliferación de células endoteliales y 
linfocitos B (Gardiner EE y D'Souza SE, 1999 wl) (Pluskota E y D'Souza SE, 2000 wl). 
Finalmente, se han observado los efectos beneficiosos de la deleción o uso de
anticuerpos bloqueantes frente a TLR2, TLR4 e ICAM-1 en pacientes o modelos
animales de AR (Schulze-Koops H, et al., 1996 wl) (Kavanaugh AF, et al., 1996 wl) 
(Pierer M, et al., 2011 wl) (Abdollahi-Roodsaz S, et al., 2008 wl) (Joosten LA, et al.,
2003 wl), teniendo en cuenta descripciones previas, decidimos estudiar la participación









                  
                  
              
                 
           
               
                 
                
             
              
                
           
               
     
        
 
 
               
               
                     
               
         
               
            
             
                
    
   
        
DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
Figura 40. Esquema general de la ruta de activación de NFΡB e IRF3 vía TLR. En presencia de ligandos, TLR4 se
dimeriza y TLR2 forma heterodímeros con TLR1 o TLR6, estos dímeros reclutan a través de sus dominios TIR el
adaptador Mal en conjunto conMyD88, TLR7/8/9 reclutan MyD88 directamente. Una vez activado, MyD88 se
une a IRAK4, el cual fosforila a IRAK1, activándolo e induciendo su unión a través de TRAF6 al complejo de
membrana TAB1/TAK1/TAB2 donde TRAF6 y TAK1 se activan mediante ubiquitinización y desligan el complejo
de la membrana, una vez desligado, TAK1 es capaz de fosforilar el complejo IKK, que a su vez fosforila IΡB 
induciendo su degradación, al igual que fosforila a p65 a través de IKKΒͶ Btk interacciona con el dominio TIR
de TLR4 y fosforila Mal, activando la ruta anterior. Una vez degradado IΡͳ ͣFΡ ̼ή ΍ͻ̭Ϊ̼ ϥ ή̼ Χϓ̸̼̼ θΪ̠Δή΍Λ̮̠Ϊ
al núcleo, donde se une a sus promotores e inicia la expresión de citoquinas proinflamtorias. Por otro lado,
tanto TLR3 de forma directa, como TLR4 a través de TRAM, reclutan TRIF, este se une a TRAF6 directamente
dando lugar a una activación de TAK1 independiente de IRAK1/4. Por otro lado, TRIF también se une a RIP1
que de nuevo active a TRAF6. Finalmente, TRIF es capaz también de unirse a TBK1/IKKΖ, activando la
fosforilación y translocación al núcleo de IRF3 y expresión de sus genes diana, dentro de los que se encuentra
TNF, que se libera y une a su receptor, dando lugar a una respuesta tardía de NFΡB.
Fuente: Doyle, SL. Y O'Neill LA, 2006 wl.
Figura 41. Especificidad de las subunidades de NFΡB. TLR3 recluta TRIF a su dominio TIR activando IRF3 que se 
une como dímero a los Elementos de Respuesta a Interferón (ISRE) de los genes IFNΒ e IP-10. TLR4 recluta
TRAM a través de su dominio TIR que a su vez recluta a TRIF y activa TBK1, por otro lado también recluta a
MyD88 a través de Mal, activando el complejo IKK. TBK1 activa IRF3 e IKK los dímeros p65/p50 de NFΡB. 
Posteriormente p65 e IRF3 dimerizan uniéndose a los elementos ISRE (que puede ser inhibidos por
glucocorticoides). Por otro lado el complejo p65/p50 se une al sitio ΡB – 5′-GGGAACTTCC-3′ – en respuesta a
LPS e induce la expresión de IP-10 y genes proinflamatorios. De igual modo se pueden formar homodímeros
de p65 que se unen a las regiones Ρ ̮ΛΔ ϓΔ Δϓ̮΍̼Νθͻ̸Λ ̸̼ ̸ͻ̼͆Ϊ̼Δ̮ͻ̠ 5′-GGGAAATTCC-3’ ̼ ͻΔ̸ϓ̮̼Δ I͵-10
únicamente cuando poseen un IRF3 como coactivador. Por otro lado la activación por parte de TLR2/4/9 de
IKK induce la interacción de p50/IΡBΘ que se une a las regiones ΡB induciendo genes proinflamatorios como IL­
6 e inhiben la producción de TNFΐ.
Fuente: Doyle, SL. Y O'Neill LA, 2006 wl.
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DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
Tras los estudios de silenciamiento de ICAM-1 y TLR2, en contraste con los
resultados obtenidos por otros grupos (Yasuda T, 2007 wl) no fuimos capaces de
observar cambios en la expresión de IL6 e IL8 tras el silenciamiento de ICAM-1, de
igual modo tampoco pudimos confirmar la participación deTLR2, lo que sugiere que
estos receptores no tienen un papel relevante en la señalización de la fibrina asociado 
a estas células. Lo que nos lleva a proponer una ruta como la que se muestra en la
figura 42, donde TLR4 activa mediante la vía canónica y/o no canónica la quinasa 1
activada por factor de crecimiento transformante beta (TAK1) que termina activando el
factor de transcripción NFκB y de forma secundaria AP1 y CREB, desencadenando así
la activación de numerosos genes que contribuyen a la transformación fenotípica de
los RASF.
Figura 42. Propuesta de ruta de activación mediada por fibrina en RASF. La fibrina es reconocida por el receptor TLR4, la unión de 
la fibrina provoca la dimerización del receptor mediante homo o heterodímeros de naturaleza aún por determinar, estos dímeros
pueden reclutar a través de sus dominios TIR el adaptador Mal en conjunto con MyD88 y/o el adaptador TRIF. La activación por
ambas vías conduce a la activación de TAK1. Una vez activado TAK1 por un lado es capaz de fosforilar el complejo IKK induciendo
su degradación y dejando libre a NFkB, y por otro lado, es también capaz de activar las quinasas JNK, ERK y p38, activando los 
factores de transcripción CREB y AP1, una vez activados los factores d̼ θΪ̠Δή̮ΪͻΧ̮ͻΝΔ ͣFΡͳ ͸E ϥ !͵1 ήΛΔ ̮̠Χ̠̮̼ή ̸̼
translocarse al núcleo activando la transcripción de sus genes diana. Elaboración propia.
MAL= Proteína Mal de diferenciación de células T, IRAK= Quinasa asociada al receptor de IL1, TRAF= Factor asociado al receptor del TNF, TRIF=Dominio
΂I͸ ̮ΛΔ ̸̠̠Χθ̸̠ΛΪ ͻΔ̸ϓ̮θΛΪ ̸̼ IFͣΒ, TRAM=Proteína de translocación asociada a membrana, TBK= Quinasa de TANK, IKK= Quinasa inhibidora del factor
Δϓ̮΍̼̠Ϊ Ρ, MKK= MAP quinasa quinasa, JNK= quinasas c-Jun N-terminal, ERK= Quinasas reguladas por señales extracelulares, UB= ubiquitina.
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DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
3. La citrulinación de fibrina en el efecto inducido en células sinoviales
reumatoides
Con el reciente descubrimiento de la citrulinación peptídica como elemento
básico en la pérdida de la autotolerancia en la AR, surgía la posibilidad de que esta
modificación postraduccional de la fibrina pudiera actuar también como amplificadora
de la activación celular en la sinovitis. Nuestros resultados, apuntan efectivamente
hacia este posible papel la fibrina citrulinada en la inducción de IL6 e IL8 en los FSAR.
Tanto las enzimas PAD2 y PAD4 como los niveles de proteínas citrulinadas, están
aumentados en líquido y tejido sinovial de los pacientes con AR (si bien no son
exclusivas de éstos) y su concentración se ha puesto en relación con la gravedad de la
enfermedad (Foulquier C, et al., 2007 wl) (Chapuy-Regaud S, et al., 2005 wl) (Kinloch
A, et al., 2008 wl) (Turunen S, et al., 2013 wl), lo que indica el papel de la citrulinación
peptídica en la enfermedad.
Estudios previos han asociado a ambas isoenzimas con la citrulinación
intraarticular de la fibrina (Foulquier C, et al., 2007 wl). En nuestras condiciones 
experimentales, la actividad de PAD4 fue mucho menos eficiente que la de PAD2 en la 
modificación de la fibrina y esto se acompañó de una acción menos concluyente en la
expresión de IL6 e IL8 tras estimulación con fibrina citrulinada con PAD4. Otros
estudios habían arrojado resultados similares, lo que sugiere una diferente
especificidad de cada una de las enzimas hacia diferentes sustratos (Darrah E, et al.,
2011 wl), así como una mayor resistencia de la fibrina a la acción de la PAD4 (van
Beers JJ, et al., 2010 wl). También es interesante subrayar que la isoforma PAD2 ha
sido aislada en líquido sinovial procedente de pacientes con AR, pero no en pacientes
con OA (Kinloch A, et al., 2008 wl), lo que confiere a PAD2 una cierta selectividad por
la citrulinación de macromoléculas asociada a procesos inflamatorios. 
Los mecanismos por los que la fibrina citrulinada podría presentar una mayor
actividad celular proinflamatoria no se conocen y no se han abordado en nuestro
estudio, sin embargo, se han descrito secuencias susceptibles de citrulinación y 
secuencias peptídicas altamente inmunorreactivas frente a ACPAs, que aparecen justo
antes o dentro de secuencias de criba de la plasmina. Esto sugiere, que la citrulinación
es capaz de interferir en la degradación de la fibrina mediante alteraciones en las 
secuencias de criba y mediante el bloqueo de estas secuencias por parte de los
ACPAs (Sebbag M, et al., 2006 wl) (Bhattacharjee P y Bhattacharyya D, 2014 wl). Por
otra parte, la citrulinación produce alteraciones en la estructura terciaria que pueden
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DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
determinar cambios en la afinidad de los receptores o destapar sitios de unión que en
estado nativo permaneciesen ocultos (Chang X, et al., 2005b wl).
4. Asociación entre los depósitos de fibrina e invasividad en fibroblastos
sinoviales y en la membrana sinovial reumatoide
La segunda parte de nuestra hipótesis en este estudio fue que el contacto con
la fibrina podría promover el daño tisular al promover mecanismos proinvasivos en los 
FSAR. Mediante estudios de inmunolocalización, confirmamos según lo previamente
descrito (Weinberg JB, et al., 1991 wl) (Clemmensen I, et al., 1983 wl) (Andersen RB y 
Gormsen J, 1970 wl), la presencia de fibrina en los frentes de invasión de la 
membrana sinovial, así como una relación directa entre la abundancia de los depósitos
y la gravedad de la sinovitis.
Si bien encontramos algunas moléculas proinvasivas en el transcriptoma
inducido por fibrina en FSAR, nuestros estudios de PCR cuantitativa, realizados en
nuevos cultivos celulares no lograron reproducir la estimulación de las moléculas
seleccionadas. La posibilidad de que la fibrina actúe sobre estos mediadores queda,
por tanto, pendiente de la realización de nuevos estudios. Sin embargo, la molécula de
adhesión VCAM-1 merece un breve comentario. Este receptor interviene en la
infiltración de la membrana sinovial por diferentes células inflamatorias como
eosinófilos, basófilos, linfocitos, mastocitos y monocitos (Bradfield PF, et al., 2003 wl) 
(Cook-Mills JM, et al., 2010 wl) y está asociada a invasividad de células tumorales (Xia
Q, et al., 2015 wl) (Okada T, et al., 1999 wl) (Ding YB, et al., 2003 wl). Las células 
sinoviales no estimuladas no deberían tener niveles detectables de VCAM-1. En 
nuestro estudio, un 50% de FSAR presentaron expresión de VCAM-1 en condiciones 
basales, datos que concuerdan con descripciones previas, en las que incluso se 
señala la presencia constitutiva de VCAM-1 en FSAR (Klimiuk PA, et al., 2002 wl) (Li
P, et al., 2000 wl) (Bartok B y Firestein GS, 2010 wl). Estos hallazgos sugieren que
VCAM-1 es un marcador de la transformación invasiva de los FSAR. En nuestros
cultivos de FSAR con expresión constitutiva de VCAM-1, la adición de fibrina no
produjo cambios en los niveles de ARNm. Por el contrario, la fibrina fue capaz de
inducir la expresión de VCAM-1 en aquellos cultivos en los que no existía expresión
basal, lo que podría apoyar un papel de la fibrina en la adquisición de invasividad por
parte de los FSAR (Carter RA, et al., 2002 wl) (Li P, et al., 2000 wl) (Ahmed S, et al.,
2013 wl) (Firestein GS, 1996 wl) (Navarro-Hernandez RE, et al., 2009 wl).
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Otra característica del fenotipo invasivo de los FSAR es la elevada producción
de metaloproteinasas, encargadas de eliminar los componentes de la matriz
extracelular (Miller MC, et al., 2009 wl) (Vassiliadis E, et al., 2012 wl) (Prystupa A, et
al., 2015 wl) (Nastase A, et al., 2011 wl). Las MMPs participan en la digestión no
constitutiva de la fibrina durante la inflamación (Bini A, et al., 1996 wl) (Hotary KB, et 
al., 2002 wl). Se ha descrito que las mallas de fibrina son especialmente insolubles en
las articulaciones de los pacientes (Pretorius E, et al., 2011 wl) (Kwasny-Krochin B, et 
al., 2010 wl). Además, como hemos mencionado, la citrulinación dificulta su
degradación por la plasmina (Sebbag M, et al., 2006 wl) (Bhattacharjee P y
Bhattacharyya D, 2014 wl). Estudios realizados con técnicas de microarray en
macrófagos y microglía murinos encontraron una sobreexpresión de las MMP9 y 14
tras estimulación con fibrina y fibrinógeno (Ryu JK, et al., 2015wl). Por todo ello,
decidimos explorar la expresión de las MMP en respuesta a fibrina en los FSAR a 
pesar de no haber objetivado su inducción en nuestro transcriptoma. En los estudios
en tejido se colocalizaron MMP1 y 3 en las áreas ricas en fibrina, en particular en las
zonas próximas al frente erosivo. Esta estimulación fue igualmente observada en
cultivos celulares aunque, a diferencia de lo descrito en otras estirpes celulares, no
fuimos capaces de observar efectos sobre las MMP14 y 9 en FSAR.
5. Especificidad patológica del efecto de la fibrina en los fibroblastos
sinoviales
Los FSAR se caracterizan por tener un fenotipo diferente al de los FS sanos, que
ha sido atribuido a su alteración crónica derivada del microambiente sinovial,
perpetuada por mecanismos epigenéticos. En este sentido, el perfil de expresión
génica de estas células, se transmite a lo largo de varios pases en cultivo (Muller-
Ladner U, et al., 1996 wl) (Bartok B y Firestein GS, 2010 wl) (Bottini N y Firestein GS,
2013 wl). Estas alteraciones fenotípicas podrían determinar que los FSAR mostraran
una respuesta diferente a la fibrina que otros FS. Sin embargo, con los estudios
realizados no podemos apoyar que el efecto de la fibrina fuera específico de los FSAR,
dado que la mayoría de las acciones fueron similares en los FSOA. Una de las 
principales diferencias que observamos entre ambas poblaciones de células fue la
sobreexpresión de TLR4 exhibida por los FSAR. Este hallazgo había sido observado 
previamente (Radstake TR, et al., 2004 wl) (Xu D, et al., 2015 wl) y podría tener gran
relevancia dado el papel central que ejerce este receptor en las acciones de la fibrina
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en los fibroblastos sinoviales. Nuestros datos sugieren que la expresión de este
receptor puede constituir un marcador del fenotipo invasivo de los FSAR.
6. Diferentes dianas terapéuticas enfocadas especialmente en los
primeros eventos patológicos de la enfermedad
Cuando iniciamos este estudio, teníamos dos objetivos fundamentales. El
primero de ellos, era tratar de establecer la interacción entre la fibrina y las células 
sinoviales como uno de los procesos generadores de la AR; es decir, capaz de poner
en marcha la producción de mediadores patogénicos de la enfermedad, sin la
intervención de otros factores, incluyendo el sistema inmune específico. Una vez
expuestos los argumentos que apoyan este papel de la fibrina, nuestro segundo
objetivo es identificar dianas terapéuticas basadas en este nuevo proceso patogénico,
no utilizadas hasta el momento. Como muestra la figura 43, la mayoría de los 
tratamientos actuales podrían estar actuando corriente abajo en la cascada de
señalización dependiente de la fibrina o tras la creación de memoria inmunológica.
Igualmente, es de subrayar que ninguna de las dianas propuestas muestra una alta
especificidad en la enfermedad, a tenor de los resultados obtenidos en la comparación
de FSOA y FSAR.
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Figura 43. Esquema de mecanismos de acción en respuesta a la fibrina en RASF, junto con dianas terapéuticas propuestas (amarillo) y co nvencionales
(morado). En la esquina superior izquierda aparecen las vías de fibrinogénesis y fibrinólisis, junto a fármacos propue stos para la modulación de 
ambas vías: Inhibidores de fibrinogénesis: Ancrod, reduce los niveles de fibrinógeno plasmático, el bloqueante de trombina Hirudina, el fármaco T­
PS (Profármaco fotosensibilizante polimérico sensible a la trombina), un fármaco citotóxico dirigido hacia células productoras de trombina, y el
bloqueador del sitio activo del factor VII (FVIIai). Activadores de fibrinolisis: Stanozolol, activador de plasminógeno, SK-216 inhibidor de PAI-1. En la
esquina superior derecha aparece el mecanismo de citrulinación de las peptidil arginín deiminasas (PAD) 2 y 4 que citrulinarían entre otros sustratos
el fibrinógeno y las matrices de fibrina y ayudarían al procesamiento de diferentes citoquinas proinflamatorias a nivel postt ranscripcional (parte
inferior de la imagen) y los inhibidores de estas enzimas propuestos, Cl-amidine inhibidor pan-PAD con mayor especificidad sobre PAD4 y YW4-03
con mayor especificidad sobre PAD2. En la parte central aparece la recepción de la fibrina por el receptor TLR4 y un posible correceptor aún por
determinar, y el bloqueador de TLR4 TAK-242 así como agentes bloqueantes del posible correceptor, por otro lado esta activación de TLR4 conlleva 
la activación de NFκB, que podría tratarse con glucocorticoides, una vez activ̸̠Λ ͣFΡͳ ̼ήθ̼ ̸̠ ΍ϓ̠ͮΪ ̠ ΍̠ ήΛ̭Ϊ̼̼ϤΧΪ̼ήͻΝΔ ̸̼ ΔϓΓ̼ΪΛήΛή ̼ͮΔ̼ή
proinflamatorios como IL6 y Cox2 entre otros, por otro lado esta descrita la activación en la liberación de IL1 y TNFα en macrófagos en respuesta a
fibrina (Smiley, S. T., J. A. King, et al., 2001 wl), que podrían tratarse mediante el empleo de los fármacos tocilizumab, AINEs , anakirna y etanercept,
infliximab y adalimumab respectivamente. Elaboración propia.
99
 




     
       
      
       
       
       
        
      
              
       
       
                
   
            
              
      
         
      
 
                
        
        
    
DISCURSIÓN Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
La interacción entre las mallas de fibrina y las células sinoviales es, sin duda,
un proceso complejo capaz de aglutinar in vivo a un número muy amplio de moléculas.
La tabla 4 resume las principales dianas que sugieren nuestros datos y los existentes
en la literatura. Entre los bloqueantes de la fibrinogénesis, tratamientos con ancrod
(que reduce los niveles de fibrinógeno) o con hirudina (inhibidor de la trombina), la 
administración de bloqueantes del TF, como el bloqueador del sitio activo del factor
VIIa, así como el profármaco polimérico sensible a la trombina, han demostrado
efectos beneficiosos en el desarrollo de las artritis experimentales (Busso N, et al.,
1998 wl) (Marty I, et al., 2001 wl) (Varisco PA, et al., 2000 wl) (Busso N, et al., 2003 wl) 
(Gabriel D, et al., 2012 wl). También han demostrado efectividad los agentes que
potencian la fibrinolisis, como el estanozolol, o la deficiencia de PAI-1 y sus inhibidores 
(Belch JJ, et al., 1986 wl) (Van Ness K, et al., 2002 wl) (Masuda T, et al., 2013 wl). Por
otra parte, los datos mostrados por la supresión del plasminógeno o sus activadores u-
PA y t-PA, son más controvertidos (Judex MO y Mueller BM, 2005 wl) (Li J, et al., 2005
wl) (Busso N, et al., 1998 wl) (Cook AD, et al., 2002 wl) (Yang YH, et al., 2001 wl). Su
expresión parece atenuar la progresión de las lesiones en los estados iniciales de la 
artritis experimental, mientras que una vez establecida la enfermedad su papel es
menos claro. Este hecho podría deberse a una mayor exposición de antígenos
derivados de la fibrina tras su degradación, o a los mecanismos no relacionados con la 
fibrina como activación de PAR y MMPs (Busso N, et al., 1998 wl) (Judex MO y
Mueller BM, 2005 wl) (Ward JR, et al., 2006 wl). En conclusión, las técnicas dirigidas a 
la inhibición de la coagulación parecen a priori más favorables que aquellas dirigidas a
la ruta de degradación.
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Reducción de niveles de
fibrinógeno
Ratón transgénico
u-PA (-/-) + AIA + 
Ancrod
Protección frente a la
enfermedad





Inhibición no covalente de la
trombina
Hirudina + CIA
Protección frente a la
enfermedad





Inhibición no covalente de la
trombina
Hirudina + AIA
Protección frente a la
enfermedad




FVIIai (factor VIIa) Inhibición de Fact tisular FVIIai + AIA
Protección frente a la
enfermedad




T-PS (células productoras de
trombina)
Fármaco citotóxico dirigido a




Gabriel D, et al., 2012
wl
Fibrinolitico Stanozolol Activación de plasminógeno Ensayo clínico Mejora de los síntomas
Belch JJ, et al., 1986
wl
Fibrinolítico Deleción génica (PAI-1) Activación del plasminógeno
Ratón transgénico PAI-1 
(-/-) + AIA
Protección frente a la
enfermedad




Deleción génica (u-PA/plg) Inhibición del plasminógeno
Ratón transgénico u-PA
(-/-) + CIA
Plg (-/-) + CIA
Protección frente a la
enfermedad
Li J, et al., 2005 wl
Inhibición de
fibrinolisis
Deleción génica (u-PA/plg) Inhibición de plasminógeno
Ratón transgénico u-PA
(-/-) + AIA
Plg (-/-) + AIA
Agravamiento de la
enfermedad























Yang YH, et al., 2001
wl
Tabla 4. Listado de tratamientos implicados en la homeostasis de la fibrina, moléculas diana y mecanismos de acción en ensayos clínicos o modelos
experimentales de AR.
T-PS= Profármaco fotosensibilizante polimérico sensible a la trombina, PAI-1= Inhibidor del activador de plasminógeno, u-PA = Activador del
plasminógeno tipo uroquinasa, Plg= Plasminógeno, t-PA= Activador del plasminógeno tisular, AIA= Artritis inducida por antígeno, CIA = Artritis
inducida por colágeno.
*TPS es una droga citotóxica dirigida a células que sintetizan trombina, no es exactamente un inhibidor de la coagulación.
Un segundo tipo de dianas expuestas en nuestro modelo lo constituyen las
PADs. Actualmente hay en desarrollo numerosos inhibidores de esta familia de
enzimas, tras ponerse de relieve su acción en el desarrollo tumoral y de otras
numerosas enfermedades (Wang Y, et al., 2012 wl) (Cherrington BD, et al., 2012 wl) 
(Wood DD, et al., 2008 wl) (Acharya NK, et al., 2012 wl) (Ishigami A, et al., 2005 wl) 
(Knight JS, et al., 2013 wl). Estudios realizados en lupus, han sugerido que la
inhibición de las PADs con Cl-amidina puede aportar, no sólo una mejoría clínica sino
una reducción del riesgo de trombosis asociado a la enfermedad. Existen datos con
respecto al mismo inhibidor en la AR experimental, que muestran el efecto de esta
molécula sobre la producción de autoanticuerpos y la atenuación de la gravedad, si
bien el tratamiento no fue capaz de prevenir la aparición de la artritis (Willis VC, et al.,
2011 wl). En realidad, teniendo en cuenta nuestros resultados, el papel de la
citrulinación parece ser potenciador, pero no imprescindible en las acciones de la 
fibrina (Jang B, et al., 2014 wl). Los estudios con inhibidores de PADs se encuentran
en un estado incipiente de desarrollo, lo que no permite por el momento extraer
conclusiones más definitivas.
Por otra parte, aunque Cl-amidina es un inhibidor pan-PAD, presenta una 
mayor especificidad ante PAD4. De acuerdo a nuestros resultados, parece existir una 
mayor implicación de PAD2 en la citrulinación de la fibrina y en la activación de los 
FSAR (van Beers JJ, et al., 2010 wl) (Kinloch A, et al., 2008 wl), lo que hace más
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interesante estudiar el efecto de inhibidores específicos de PAD2, como YW4-03
(Sabulski MJ, et al., 2015 wl).
El siguiente escalón terapéutico es el bloqueo de TLR4, como principal
mediador de las acciones de la fibrina en las células sinoviales, además de exhibir una
sobreexpresión en las células de los pacientes con AR (Radstake TR, et al., 2004 wl)
(Xu D, et al., 2015 wl). En ratones mutantes, la supresión de TLR4 confiere protección
frente al desarrollo de CIA y de artritis espontánea en ratones IL1rn-/- (Abdollahi-
Roodsaz S, et al., 2008 wl) (Pierer M, et al., 2011 wl).
Sería interesante estudiar el uso de terapias bloqueantes específicas frente a
TLR4 como TAK-242, en reciente desarrollo focalizado en estudios sobre shock 
séptico (Yamada M, et al., 2005 wl) (Ii M, et al., 2006 wl) (Matsunaga N, et al., 2010
wl).
Igualmente la combinación de terapias con inhibidores de fibrinogénesis y PADs o
bloqueantes de TLR4 y PADs permitirían actuar a dos niveles del mismo proceso, una
estrategia cuya utilidad está pendiente de ensayar (Jang B, et al., 2014 wl).
7. Principales limitaciones del estudio
Los estudios del transcriptoma en genoma completo se realizaron utilizando un
sólo tiempo de estimulación. Este tiempo proporciona una especie de instantánea del
proceso de activación celular, sin embargo limita la identificación de determinados
genes con tiempos de activación diferentes. Además, el análisis transcriptómico se
basa en establecer unas condiciones de sensibilidad baja, que aumentan el cociente
señal/ruido. En nuestro caso, empleamos un filtro bidireccional 2x, lo que puede hacer
que algunas inducciones relevantes no se pongan de manifiesto. Así mismo, con
objeto de mejorar la especificidad de los datos, se consideran únicamente moléculas
que estén presentes en todas las condiciones, excluyendo así las inducciones de
novo, como las que pueden producirse durante las modificaciones epigenéticas. Esto
puede ser la causa de la no detección de algunas moléculas asociadas a invasividad.
Otro grupo de limitaciones son los derivados de la muestra. Como se menciona en
la sección de metodología, los tejidos se obtuvieron de pacientes sometidos a
recambio protésico. Este origen presupone un estado evolucionado de la enfermedad,
lo que limita la extrapolación de nuestros datos a lo que sucede en los eventos
iniciales de la enfermedad, como sería nuestra intención. Por otra parte, los pacientes
posiblemente hayan sido sometidos a múltiples tratamientos cuyos efectos en el
comportamiento de las células ex vivo no están completamente dilucidados.
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Finalmente, al ser la AR una enfermedad muy heterogénea, al no haberse
realizado cribado hacia una subpoblación concreta de la enfermedad, existe una
mayor variabilidad intrínseca en la intensidad de respuesta entre pacientes, y por ende
de nuestras células. Esto dificulta el análisis estadístico de los datos, permitiendo a 
cambio la obtención de mecanismos más genéricos del proceso patológico, que
puedan aplicarse a diferentes fenotipos de la enfermedad.
Por último, hay que mencionar que muchos ensayos se han realizado en un
número limitado de cultivos/tejidos, por lo que el análisis de los datos en algunas
situaciones carece de potencia estadística suficiente.
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CONCLUSIONES
1.	 La fibrina es capaz de generar una respuesta en FSAR con
características proinflamatorias y proinvasivas.
2.	 El receptor principal de esta respuesta es TLR4, mediante activación
̸̼ ͣFΡͶ
3.	 Esta respuesta se ve potenciada mediante citrulinación de la fibrina.
4.	 Aunque este tipo de respuesta no es exclusivo de AR, se ve
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ANEXO 1 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
ANEXO 1
A1.1. Relación de secuencias modificadas por el efecto de la fibrina en 
RASF
A continuación se muestran dos tablas con la relación de secuencias 
sobreexpresadas (tabla A1.1) e inhibidas (tabla A.1.2) en 2 cultivos primarios de 106 
FSAR deprivadas de suero durante 48 h e incubadas o no con 0.8 mg/ml de fibrina
polimerizada in situ, tras aislamiento y retrotranscripción de ARNm, según se explica 
en los apartados 4.1 y 4.2 de la sección material y métodos.
El ADNc resultante se hibridó en un microarray de genoma completo (whole-
genome Affymetrix GeneChipplate). Los resultados fueron cribados excluyendo los 
genes no expresados en las células no estimuladas, así como aquellos cuya expresión
no difiriera al menos en dos veces respecto a la expresión en células no estimuladas.
Una vez cribados los resultados, los diferentes genes se clasificaron en
clústeres funcionales supervisados mediante el programa DAVID
https://david.ncifcrf.gov (Huang da W, et al., 2009 wl), los grupos resultantes fueron
posteriormente integrados en tres grandes grupos: moléculas con acción
proinflamatoria (última celda de las tablas de color rojo), proinvasiva (color amarillo) y
reguladora (color azul). La correcta ubicación de cada una de estas moléculas en los
diferentes grupos se confirmó en diferentes bases de datos bioinformáticas, incluyendo
las del centro nacional estadounidense de información biotecnológica (NCBI)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, https://www.wikigenes.org/ (Hoffmann R, 2008 wl),
http://thebiogrid.org/ (Breitkreutz BJ, et al., 2003 wl), http://www.omim.org/ (McKusick 
VA, 1998), http://www.genecards.org/ (Rebhan M, et al., 1997 wl), 
http://www.uniprot.org/ (UniProt C, 2008 wl), 
http://amp.pharm.mssm.edu/Harmonizome/ , http://atlasgeneticsoncology.org/ (Huret
JL, et al., 2003 wl). Los genes que no consiguieron ser asignados a ninguno de estos
tres grupos aparecen al final de cada una de las tablas sin color.
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ANEXO 1 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
A1.2. TABLA DE GENES SOBREEXPRESADOS
Expresión ExpresiónAFFYMETRIX AFFYMETRIX
Nombre del gen (veces no Nombre del gen (veces no3PRIME_IVT_ID 3PRIME_IVT_ID
tratado) tratado)
202859_x_at interleukin 8 16,1
211506_s_at interleukin 8 15,69
204470_at




209774_x_at chemokine (C-X-C motif) ligand 2 7,252
210538_s_at baculoviral IAP repeat-containing 3 5,138
205207_at interleukin 6 (interferon, beta 2) 5,075
223218_s_at
nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B­
cells inhibitor, zeta
5,043
205619_s_at mesenchyme homeobox 1 4,674
216598_s_at chemokine (C-C motif) ligand 2 4,59
223217_s_at
nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B­
cells inhibitor, zeta
4,341
204224_s_at GTP cyclohydrolase 1 4,188
218810_at




v-ets erythroblastosis virus E26
oncogene homolog 1 (avian)
3,567
206706_at neurotrophin 3 3,421
204748_at
prostaglandin-endoperoxide 
synthase 2 (prostaglandin G/H 
synthase and cyclooxygenase)
3,321
222186_at zinc finger, AN1-type domain 6 3,261
236907_at
poly(A) binding protein,
cytoplasmic pseudogene 5; poly(A)
binding protein, cytoplasmic 1
3,081





228153_at ring finger protein 144B 2,688
206375_s_at heat shock 27kDa protein 3 2,667
202638_s_at intercellular adhesion molecule 1 2,617
224156_x_at interleukin 17 receptor B 2,61
235419_at ERBB receptor feedback inhibitor 1 2,57
237953_at dipeptidyl-peptidase 4 2,564
235652_at






























tumor necrosis factor, alpha­
induced protein 2
2,447
1555827_at cyclin L1 2,394
209706_at NK3 homeobox 1 2,368
238883_at mediator complex subunit 13-like 2,342
1569142_at tripartite motif-containing 13 2,285
207535_s_at
nuclear factor of kappa light




tumor necrosis factor (ligand)
superfamily, member 13b
2,271
203895_at phospholipase C, beta 4 2,262
236128_at zinc finger protein 91 2,249
224361_s_at interleukin 17 receptor B 2,245
238725_at interferon regulatory factor 1 2,225
230499_at baculoviral IAP repeat-containing 3 2,201
1570511_at




Ral GEF with PH domain and SH3
binding motif 2
2,18









220046_s_at cyclin L1 2,14
243026_x_at X-linked inhibitor of apoptosis 2,133
219255_x_at interleukin 17 receptor B 2,125
235756_at
sterile alpha motif domain
containing 4A
2,122
209928_s_at musculin (activated B-cell factor-1) 2,1
244803_at death associated protein 3 2,07
215221_at forkhead box P1 2,066
227458_at CD274 molecule 2,065
203952_at activating transcription factor 6 2,046
210362_x_at









TAF15 RNA polymerase II, TATA
box binding protein (TBP)­
associated factor, 68kDa
2,009
230791_at nuclear factor I/B 2,008
203499_at EPH receptor A2 2
227404_s_at early growth response 1 10,65
1568765_at
serpin peptidase inhibitor, clade E
(nexin, plasminogen activator
inhibitor type 1), member 1
8,264
201694_s_at early growth response 1 5,39
202643_s_at




serpin peptidase inhibitor, clade E
(nexin, plasminogen activator
inhibitor type 1), member 1
3,612
202644_s_at
tumor necrosis factor, alpha­
induced protein 3
3,504
204337_at regulator of G-protein signaling 4 3,419
202628_s_at
serpin peptidase inhibitor, clade E
(nexin, plasminogen activator
inhibitor type 1), member 1
3,246
204338_s_at regulator of G-protein signaling 4 3,013
201502_s_at
nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B­
cells inhibitor, alpha
2,992
1559583_at CD276 molecule 2,766
207345_at follistatin 2,65
218469_at












element RNA binding protein 1,
37kDa)
2,305
202393_s_at Kruppel-like factor 10 2,294
215253_s_at regulator of calcineurin 1 2,201
201631_s_at immediate early response 3 2,164




PDS5, regulator of cohesion
























   
 
   
 
   
 










































    
 














































   
 








      
 
 




     
 
   
 




    
 
 




   
 
 


































    
 























    
 
   
 
















































   
 





















   
 
    
 













    
 






















   
 
 

































   
 






ANEXO 1 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
Expresión ExpresiónAFFYMETRIX AFFYMETRIX
Nombre del gen (veces no Nombre del gen (veces no3PRIME_IVT_ID 3PRIME_IVT_ID
tratado) tratado)
218468_s_at


























DENN/MADD domain containing 3







DENN/MADD domain containing 3






nuclear receptor subfamily 4,





























vascular cell adhesion molecule 1






Kruppel-like factor 5 (intestinal)
hypothetical protein
LOC100133690; activated













(endothelial cell growth factor 1
(platelet-derived))
annexin A2 pseudogene 3; annexin











sushi, von Willebrand factor type A,
EGF and pentraxin domain
containing 1





transforming growth factor, beta
receptor 1











Ras association (RalGDS/AF-6) and






latent transforming growth factor
beta binding protein 4












dual adaptor of phosphotyrosine
and 3-phosphoinositides






midline 1 (Opitz/BBB syndrome)




242853_at hypothetical protein LOC401106 2,93
242396_at similar to hCG1774772 2,862


















232573_at F-box protein 32 2,611
202052_s_at retinoic acid induced 14 2,609
215069_at N-myristoyltransferase 2 2,552
229437_at









golgi autoantigen, golgin subfamily
a, 4
2,487
233164_x_at rhomboid domain containing 1 2,473
226047_at








ATP-binding cassette, sub-family B























keratin associated protein 1-4;
keratin associated protein 1-3
2,378
240165_at 2,362
236417_at mitofusin 1 2,344
233533_at keratin associated protein 1-5 2,342
227232_at Enah/Vasp-like 2,327
227929_at 2,308
203951_at calponin 1, basic, smooth muscle 2,306
204699_s_at
chromosome 1 open reading frame 
107
2,304
223644_s_at crystallin, gamma S 2,3
242052_at bicaudal D homolog 1 (Drosophila) 2,3
210432_s_at
sodium channel, voltage-gated,










subunit, beta type, 7
2,256
213672_at methionyl-tRNA synthetase 2,249
238299_at




WW domain containing adaptor
with coiled-coil
2,226





channel, subfamily J, member 2
2,215
237842_at MAP7 domain containing 3 2,21
1558515_at 2,201
235870_at hypothetical LOC339524 2,194

















   
 
   
 
    
 
   
 













   
  
 






















































































   
 
   
 
 



























































   
 
      
 
           
            
          
         
             
         
     
          
 
  
ANEXO 1 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
Expresión ExpresiónAFFYMETRIX AFFYMETRIX




1555978_s_at hypothetical LOC727918 2,176
229272_at formin binding protein 4 2,171
1566144_at hypothetical LOC401131 2,156
212570_at endonuclease domain containing 1 2,156
236700_at
eukaryotic translation initiation
factor 3, subunit C
2,156
205103_at




similar to eukaryotic translation
initiation factor 4A; small nucleolar
RNA, H/ACA box 67; eukaryotic


















family with sequence similarity
133, member B pseudogene;
similar to FAM133B protein; family

















chromosome 14 open reading
frame 182
2,115
214441_at syntaxin 6 2,114
226448_at
family with sequence similarity 89,
member A
2,109
237310_at exostoses (multiple) 1 2,109
223450_s_at




synapse defective 1, Rho GTPase,




factor homolog (S. cerevisiae)
2,087
232216_at YME1-like 1 (S. cerevisiae) 2,085
207464_at adenosylhomocysteinase-like 1 2,081
233219_at
muskelin 1, intracellular mediator
containing kelch motifs
2,074
202081_at immediate early response 2 2,062
209286_at































chromosome 8 open reading frame 
60
2,033
207492_at N-glycanase 1 2,029
230733_at 2,029
1552622_s_at ENSG00000168255 2,024
244219_at Wilms tumor 1 associated protein 2,012
Tabla A1.1. Genes sobreexpresados por acción de la fibrina. En la primera
columna aparece la identificación de la sonda del chip array, en la segunda el
nombre del gen asociado a dicha secuencia, los genes que aparecen expresados
por más de una secuencia se encuentran con color de fuente granate, finalmente
aparecen los cambios de expresión respecto a no tratado y por último la casilla
de asignación de grupo, donde el color rojo corresponde al grupo de genes con
actividad proinflamatoria, el azul al grupo con actividad reguladora y el amarillo a





















    
 












   
 
    
 
    
 


















    
 
 




    
 






   
 



















    
 











   








   
 
    
 
    
 









    
 
 












    
 
   
 
    
 






    
 
    
 













    
 
    
 

















     
 








    
 
   
 







   
 


































    
 
 











   
 
    
 
     
 
    
 
ANEXO 1 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
A1.3. TABLA DE GENES INHIBIDOS 

Expresión ExpresiónAFFYMETRIX AFFYMETRIX
Nombre del gen (veces no Nombre del gen (veces no3PRIME_IVT_ID 3PRIME_IVT_ID
tratado) tratado)
209612_s_at
alcohol dehydrogenase 1B (class I),
beta polypeptide; alcohol
dehydrogenase 1A (class I), alpha
polypeptide; alcohol dehydrogenase 
1C (class I), gamma polypeptide
0,5
229466_at tripartite motif-containing 66 0,499
236551_at zinc finger protein 311 0,498
236664_at




zinc finger protein 161 homolog
(mouse)
0,496
213716_s_at secreted and transmembrane 1 0,489
213951_s_at PSMC3 interacting protein 0,489
233307_x_at microsomal glutathione S-transferase 3 0,486
222760_at zinc finger protein 703 0,484
237121_at
alcohol dehydrogenase 5 (class III), chi
polypeptide, pseudogene 4; alcohol









bromodomain and WD repeat domain
containing 1
0,483
238813_at aminolevulinate, delta-, synthase 2 0,483
224910_at
calcium regulated heat stable protein
1, 24kDa
0,478
209038_s_at EH-domain containing 1 0,474
244128_x_at GLIS family zinc finger 1 0,471
213425_at
wingless-type MMTV integration site 
family, member 5A
0,469
203115_at ferrochelatase (protoporphyria) 0,463
211658_at peroxiredoxin 2 0,463
221234_s_at
BTB and CNC homology 1, basic leucine
zipper transcription factor 2
0,463
203180_at
aldehyde dehydrogenase 1 family,
member A3
0,462
211610_at Kruppel-like factor 6 0,462
231227_at
wingless-type MMTV integration site 
family, member 5A
0,462
222912_at arrestin, beta 1 0,461
203386_at TBC1 domain family, member 4 0,459
214290_s_at
histone cluster 2, H2aa3; histone 
cluster 2, H2aa4
0,458
232780_s_at zinc finger protein 691 0,458
201827_at
SWI/SNF related, matrix associated,
actin dependent regulator of
chromatin, subfamily d, member 2
0,456
209782_s_at
D site of albumin promoter (albumin
D-box) binding protein
0,455
219167_at RAS-like, family 12 0,454
202247_s_at metastasis associated 1 0,453
205393_s_at CHK1 checkpoint homolog (S. pombe) 0,451
207017_at RAB27B, member RAS oncogene family 0,451
209613_s_at
alcohol dehydrogenase 1B (class I),
beta polypeptide; alcohol
dehydrogenase 1A (class I), alpha
polypeptide; alcohol dehydrogenase 
1C (class I), gamma polypeptide
0,451
206911_at tripartite motif-containing 25 0,45
209724_s_at
zinc finger protein 161 homolog
(mouse)
0,45
211756_at parathyroid hormone-like hormone 0,45
236806_at chemokine (C-C motif) receptor 7 0,446
204569_at intestinal cell (MAK-like) kinase 0,444
226651_at homer homolog 1 (Drosophila) 0,441
228708_at RAB27B, member RAS oncogene family 0,44
230643_at
wingless-type MMTV integration site 
family, member 9A
0,439
234952_s_at PHD and ring finger domains 1 0,438
202191_s_at growth arrest-specific 7 0,437
243940_at teashirt zinc finger homeobox 2 0,435
238669_at
prostaglandin-endoperoxide synthase 
1 (prostaglandin G/H synthase and
cyclooxygenase)
0,431
209821_at interleukin 33 0,427
209346_s_at
phosphatidylinositol 4-kinase type 2
alpha
0,418
219622_at RAB20, member RAS oncogene family 0,414
207253_s_at ubinuclein 1 0,413
210194_at phospholipase A2 receptor 1, 180kDa 0,412
204633_s_at




apolipoprotein B mRNA editing






232231_at runt-related transcription factor 2 0,406
1560853_x_at zinc finger protein 826 0,397
213087_s_at
eukaryotic translation elongation
factor 1 delta (guanine nucleotide 
exchange protein)
0,396
214761_at zinc finger protein 423 0,396
210663_s_at kynureninase (L-kynurenine hydrolase) 0,39
209297_at intersectin 1 (SH3 domain protein) 0,385
209051_s_at
ral guanine nucleotide dissociation
stimulator
0,379
217388_s_at kynureninase (L-kynurenine hydrolase) 0,378
202114_at sorting nexin 2 0,373
203649_s_at
phospholipase A2, group IIA (platelets,
synovial fluid)
0,373
206461_x_at metallothionein 1H 0,36
222749_at




polymerase (DNA directed), alpha 1,
catalytic subunit
0,323
239959_x_at phosphodiesterase 3B, cGMP-inhibited 0,311
224964_s_at
guanine nucleotide binding protein (G
protein), gamma 2
0,304
204385_at kynureninase (L-kynurenine hydrolase) 0,262
203926_x_at
ATP synthase, H+ transporting,
mitochondrial F1 complex, delta
subunit
0,225
229011_at epithelial membrane protein 1 0,496
206645_s_at








218234_at inhibitor of growth family, member 4 0,458
205932_s_at msh homeobox 1 0,455
207180_s_at HIV-1 Tat interactive protein 2, 30kDa 0,451
221615_at bone morphogenetic protein 8a 0,446
133
 















   
 
    
 
   
 
   
 
   
 
    
 
    
 
   
 
    
 
    
 
    
 
   
 
     
 
      
 
   
 
    
 
    
 







   
 
     
 
    
 












    
 







   
 
   
 
 





     
 














   
 
     
 







      
 











































    
 
















    
 
 















    
 
 








     
 
 




     
 






















    
 
    
 
   
 
   
 







   
 
   
 







    
 
   
 
   
 







     
 
     
 
     
 
   
 
ANEXO 1 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
Expresión ExpresiónAFFYMETRIX AFFYMETRIX
Nombre del gen (veces no Nombre del gen (veces no3PRIME_IVT_ID 3PRIME_IVT_ID
tratado) tratado)
238675_x_at
basic transcription factor 3-like 4;
similar to hCG2008008
0,499
branched chain aminotransferase 2,
mitochondrial
219858_s_at
major facilitator superfamily domain
containing 6
0,497
222309_at chromosome 6 open reading frame 62 0,497
231467_at
maternally expressed 8 (non-protein
coding)
0,497
239675_at hypothetical protein LOC283143 0,497
215071_s_at histone cluster 1, H2ac 0,496
single immunoglobulin and toll­
interleukin 1 receptor (TIR) domain
226657_at
chromosome 17 open reading frame 
103
0,496
224391_s_at sialic acid acetylesterase 0,495
1554067_at
chromosome 12 open reading frame 
66
0,494
203662_s_at tropomodulin 1 0,494
213116_at
NIMA (never in mitosis gene a)-related
kinase 3
0,494
ATG2 autophagy related 2 homolog A
(S. cerevisiae)
228789_at myotubularin related protein 6 0,494
1562848_at 0,493
236634_at chromosome 8 open reading frame 48 0,493
203019_x_at
231183_s_at
synovial sarcoma, X breakpoint 2
interacting protein







binding fold containing 1
0,493
1552777_a_at retinoic acid early transcript 1E 0,492
202888_s_at alanyl (membrane) aminopeptidase 0,474 222228_s_at
alkB, alkylation repair homolog 4 (E.
coli)
0,492
230903_s_at chromosome 8 open reading frame 42 0,491
203018_s_at
239307_at
synovial sarcoma, X breakpoint 2
interacting protein







chromosome 20 open reading frame 
160
coiled-coil domain containing 121
0,49
0,49
progestin and adipoQ receptor family
member VII
1553743_at




220943_s_at chromosome 2 open reading frame 56 0,488
220242_x_at zinc finger protein 701 0,487
242313_at hypothetical LOC728730 0,487
202755_s_at glypican 1 0,486
1563745_a_at hypothetical LOC283050 0,485
family with sequence similarity 89,
member B
212552_at hippocalcin-like 1 0,485
221894_at aarF domain containing kinase 2 0,485
226079_at FLYWCH family member 2 0,485
breakpoint cluster region pseudogene;
breakpoint cluster region-like 4
238822_at mitochondrial ribosomal protein L3 0,485
206100_at carboxypeptidase M 0,484
211742_s_at ecotropic viral integration site 2B 0,484










potassium channel, subfamily T,
member 2
reticulon 4 interacting protein 1
0,484
0,483





polypyrimidine tract binding protein 2




low density lipoprotein receptor­
related protein 8, apolipoprotein e 
receptor
0,44
1555821_a_at AKT1 substrate 1 (proline-rich) 0,434
215506_s_at DIRAS family, GTP-binding RAS-like 3 0,427
203665_at heme oxygenase (decycling) 1 0,419
201418_s_at SRY (sex determining region Y)-box 4 0,415
213668_s_at SRY (sex determining region Y)-box 4 0,393
223925_s_at myotrophin; leucine zipper protein 6 0,39
204457_s_at growth arrest-specific 1 0,376
219837_s_at cytokine-like 1 0,335
201010_s_at thioredoxin interacting protein 0,253
201009_s_at thioredoxin interacting protein 0,244
201008_s_at thioredoxin interacting protein 0,206
201416_at SRY (sex determining region Y)-box 4 0,172
213493_at sushi, nidogen and EGF-like domains 1 0,494
228121_at transforming growth factor, beta 2 0,493
201261_x_at biglycan 0,492
204273_at endothelin receptor type B 0,492
223693_s_at Ras association and DIL domains 0,491










218975_at collagen, type V, alpha 3 0,475
212099_at ras homolog gene family, member B 0,47
211173_at cholecystokinin A receptor 0,453
210880_s_at embryonal Fyn-associated substrate 0,443
201945_at
furin (paired basic amino acid cleaving
enzyme)
0,442
209098_s_at jagged 1 (Alagille syndrome) 0,439
209099_x_at jagged 1 (Alagille syndrome) 0,437
213413_at
stonin 1; STON1-GTF2A1L readthrough
transcript; general transcription factor
IIA, 1-like
0,414
211966_at collagen, type IV, alpha 2 0,407
210089_s_at laminin, alpha 4 0,406
219103_at
ArfGAP with SH3 domain, ankyrin
repeat and PH domain 3
0,403
204249_s_at LIM domain only 2 (rhombotin-like 1) 0,379
209540_at
insulin-like growth factor 1
(somatomedin C)
0,343
228706_s_at claudin 23 0,32
211029_x_at fibroblast growth factor 18 0,311
211485_s_at fibroblast growth factor 18 0,288
205302_at



































































     
 






   
 





















     
 












    
 
    
 

































   
 
    
 
 




























   
 
    
 































     
 
     
 
    
 
    
 
   
 






    
 
 










































     
 
   
 
   
 
   
 
   
 
     
 







   
 
   
 
   
 











     
 
     
 
ANEXO 1 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
Expresión ExpresiónAFFYMETRIX AFFYMETRIX
Nombre del gen (veces no Nombre del gen (veces no3PRIME_IVT_ID 3PRIME_IVT_ID
tratado) tratado)
222711_s_at rhomboid 5 homolog 1 (Drosophila) 0,48
237274_at 0,48
238861_at fatty acid desaturase 2 0,48
1558882_at
similar to HIV TAT specific factor 1;









WD repeat domain, phosphoinositide 
interacting 2
0,478
235675_at dihydrofolate reductase-like 1 0,478
226423_at










RAB11 family interacting protein 3
(class II)
0,474
218350_s_at geminin, DNA replication inhibitor 0,474
224477_s_at
nudix (nucleoside diphosphate linked
moiety X)-type motif 16-like 1
0,474
200895_s_at FK506 binding protein 4, 59kDa 0,473
214549_x_at small proline-rich protein 1A 0,473
230766_at 0,473











229620_at selenoprotein P, plasma, 1 0,471
229350_x_at




frequently rearranged in advanced T­
cell lymphomas 2
0,469
225784_s_at zinc finger, C4H2 domain containing 0,469
239989_at centlein, centrosomal protein 0,469
213832_at
potassium voltage-gated channel, Shal­






237438_at exosome component 1 0,467
223742_at mitochondrial ribosomal protein L4 0,466
227438_at alpha-kinase 1 0,466
1552727_s_at
ADAM metallopeptidase with
thrombospondin type 1 motif, 17
0,465
242136_x_at





243843_at NEDD4 binding protein 2-like 1 0,463
57588_at





protein phosphatase 1, regulatory
(inhibitor) subunit 3E
0,462
228739_at cystin 1 0,462
1553228_at coiled-coil domain containing 89 0,461
209900_s_at
solute carrier family 16, member 1
(monocarboxylic acid transporter 1)
0,461
229459_at
family with sequence similarity 19
(chemokine (C-C motif)-like), member
A5
0,461
232137_at zinc finger protein 616 0,461
238682_at coiled-coil domain containing 96 0,461
239896_at 0,461
230927_at 0,459
49452_at acetyl-Coenzyme A carboxylase beta 0,459
214692_s_at jerky homolog (mouse) 0,458
222297_x_at ribosomal protein L18 pseudogene 11 0,458
231055_at 0,458
1556047_s_at melanoma antigen family E, 1 0,457
243118_at








dapper, antagonist of beta-catenin,







223321_s_at fibroblast growth factor receptor-like 1 0,452
203817_at guanylate cyclase 1, soluble, beta 3 0,451
226272_at RCAN family member 3 0,451
243013_at mitochondrial ribosomal protein L19 0,451
226430_at RELT-like 1 0,45
227662_at synaptopodin 2 0,45
239942_at 0,45










serum deprivation response 
(phosphatidylserine binding protein)
0,448
229997_at vang-like 1 (van gogh, Drosophila) 0,448
205856_at
solute carrier family 14 (urea
transporter), member 1 (Kidd blood
group)
0,446
224774_s_at neuron navigator 1 0,445
203608_at
aldehyde dehydrogenase 5 family,
member A1
0,444




223194_s_at solute carrier family 22, member 23 0,442
216411_s_at galactokinase 2 0,441
238133_at netrin G1 0,441
239711_at adenosine deaminase-like 0,441
242835_s_at hypothetical LOC728730 0,441
213989_x_at SET domain containing 4 0,44
226338_at transmembrane protein 55A 0,44
227226_at
melanocortin 2 receptor accessory
protein 2
0,44
220465_at hypothetical LOC80054 0,439
229906_at armadillo repeat containing 7 0,439
202249_s_at WD repeat domain 42A 0,438






glycerol kinase 3 pseudogene; glycerol
kinase
0,436
222936_s_at PPPDE peptidase domain containing 1 0,436
205081_at cysteine-rich protein 1 (intestinal) 0,435
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ANEXO 1 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
Expresión ExpresiónAFFYMETRIX AFFYMETRIX









tripartite motif-containing 6; tripartite 
motif-containing 34
0,433
237591_at non-protein coding RNA 173 0,431
226263_at
small nuclear ribonucleoprotein 48kDa
(U11/U12)
0,43






MOCO sulphurase C-terminal domain
containing 2
0,428
230076_at PITPNM family member 3 0,428
234233_s_at
kelch repeat and BTB (POZ) domain
containing 2
0,428
243403_x_at carboxypeptidase M 0,428
229798_s_at 0,426









32062_at leucine rich repeat containing 14 0,423
233402_at 0,422
89476_r_at aminopeptidase-like 1 0,421
228353_x_at
ubiquitin associated and SH3 domain
containing, B
0,42
244616_x_at carboxypeptidase M 0,42
217165_x_at metallothionein 1F 0,419
221261_x_at
melanoma antigen family D, 4B;
melanoma antigen family D, 4
0,418
227834_at taxilin beta 0,418
208161_s_at
ATP-binding cassette, sub-family C 
(CFTR/MRP), member 3
0,415
244743_x_at zinc finger protein 138 0,415
243671_at 0,414
202175_at chondroitin polymerizing factor 0,412
220178_at
chromosome 19 open reading frame 
28
0,41






219050_s_at zinc finger, HIT type 2 0,401
238429_at transmembrane protein 71 0,398
211829_s_at G protein-coupled estrogen receptor 1 0,388
220180_at coiled-coil domain containing 68 0,387





207177_at prostaglandin F receptor (FP) 0,38
231765_at zinc finger, FYVE domain containing 20 0,38
244014_x_at
family with sequence similarity 92,
member A2; family with sequence 















solute carrier family 16, member 3
(monocarboxylic acid transporter 4)
0,372
1560661_x_at hypothetical protein LOC150759 0,371




family with sequence similarity 46,
member B
0,343
231161_x_at tripartite motif-containing 8 0,34
219686_at serine/threonine kinase 32B 0,337
229004_at
ADAM metallopeptidase with
thrombospondin type 1 motif, 15
0,336
202835_at thioredoxin-like 4A 0,335
206994_at cystatin S 0,335
214717_at hypothetical protein DKFZp434H1419 0,329
1560620_at








cyclin-dependent kinase inhibitor 1C 
(p57, Kip2)
0,298
219230_at transmembrane protein 100 0,292
221552_at abhydrolase domain containing 6 0,285
227782_at




similar to hCG1735895; family with
sequence similarity 87, member B;
family with sequence similarity 87,
member A
0,245
Tabla A1.2. Genes inhibidos por acción de la fibrina. En la primera columna
aparece la identificación de la sonda del chip array, en la segunda el nombre del
gen asociado a dicha secuencia, los genes que aparecen expresados por más de
una secuencia se encuentran con color de fuente granate, finalmente aparecen
los cambios de expresión respecto a no tratado y por último la casilla de
asignación de grupo, donde el color rojo corresponde al grupo de genes con
actividad proinflamatoria, el azul al grupo con actividad reguladora y el amarillo a
actividad proinvasiva, los genes sin asignación no sufrieron modificación de color. 
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ANEXO 3 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
ANEXO 2
A2.1. Curva de tiempo de silenciamientos
Para estudiar el tiempo más efectivo que se adaptase a nuestros estudios de
silenciamiento génico, se sembraron células tras silenciar los diferentes genes diana:
TLR2, TLR4 e ICAM-I. Posteriormente se estimuló con 0.5 ng/ml de LPS y se
recogieron las muestras en tiempo variable. Posteriormente se comprobó la efectividad 
de los diferentes silenciamientos mediante técnica de qPCR sobre las células
silenciadas.
A2.1.1. Curva de tiempo de silenciamiento de TLR2
24 ó 44 h tras el silenciamiento siMock o siTLR2, y 4 h de estimulo con LPS
(figura A2.1), se compararon los niveles de TLR2 a las 28 h y 48 h posttransfección,
mediante qPCR, normalizando los datos en cada caso por el nivel de siMock 
correspondiente, tras lo cual se observó una inhibición del 64% y 34%
respectivamente (n= 1).
Figura A2.1. Expresión de ARNm de TLR2 mediante qPCR de FSAR silenciadas durante 28 y 48 h con 
secuencia siTLR2 y 4 h de incubación con 0.5 ng/ml de LPS (n= 1) normalizado frente a control de
transfección siMock.
A2.1.2. Curva de tiempo de silenciamiento de TLR4
Al igual que en el caso de TLR2, tras el silenciamiento e incubación con LPS,
se procesaron las muestras 28 y 48 h (figura A2.2). Tras analizar mediante qPCR los
resultados se obtuvieron unas inhibiciones del 94.5% y un 71% respectivamente.
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ANEXO 3 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
Figura A2.2. Expresión de ARNm de TLR4 mediante qPCR de FSAR silenciadas con secuencia siTLR4 
durante 28 y 48 h y 4 h de incubación con 0.5 ng/ml de LPS (n= 1) normalizado frente a control de
transfección siMock.
A2.1.3. Curva de tiempo de silenciamiento de ICAM-1
En el caso de ICAM-I (figura A2.3), se transfectaron las células con secuencias
siMock y siICAM-1 y se estimularon con LPS (0.5 ng/ml) a tiempos variables, tras
normalizar frente a siMock, se obtuvieron inhibiciones del 97% tras 26 h de
transfección y 4h de estímulo, 75% tras 33 h de transfección y 6 h de estímulo, 91%
tras 47 h de transfección y 20 h de estímulo y del 66% tras 51 h de transfección y 24 h 
de estímulo. 
Figura A2.3. Expresión de ARNm de ICAM-1 mediante qPCR de FSAR silenciadas con secuencia siICAM-I 
durante 26, 39, 47 y 51 h y tratadas con LPS durante 4, 6, 20 y 24 h respectivamente (n= 1) normalizado
frente a control de transfección siMock.
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ANEXO 3 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
A2.2. Eficiencia de los silenciamientos
A2.2.1.Eficiencia del silenciamiento de TLR4
Tras 36 h de silenciamiento de FS frente a TLR4 (n= 9) durante 36 h y 12 h de
incubación con fibrina se compararon los niveles de expresión de TLR4 frente a
células no tratadas, tratadas sin silenciar o tratadas y silenciadas con Mock siARN
(figura A2.4). Tras lo que se obtuvieron unos niveles de expresión de un 33 y un 20%
frente a siMock (p< 0.05) y fibrina (p< 0.01) respectivamente.
Figura A2.4. Expresión de ARNm de TLR4 mediante qPCR de FS tratados con fibrina durante 12 h y
tratados y silenciados con secuencia siTLR4 o siMock durante 36 h (n= 9) normalizado frente a no
tratado. 
A2.2.2.Eficiencia del silenciamiento de TLR2
Tras silenciar TLR2 en FS (n= 9) durante 36 h y tras 12 h de incubación con
fibrina (figura A2.5), se inhibieron los niveles de ARNm de TLR2 con una expresión de
un 16 y 9% los niveles frente a siMock (p< 0.01) y fibrina (p< 0.01) respectivamente.
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ANEXO 3 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
Figura A2.5. Expresión de ARNm de TLR2 mediante qPCR de FS tratados con fibrina durante 12 h y
tratados y silenciados con secuencia siTLR2 o siMock durante 36 h (n= 9) normalizado frente a no
tratado. 
A2.2.3.Eficiencia del silenciamiento de ICAM-1
Finalmente, tras silenciar ICAM-I en FS (n= 9) durante 36 h y tras 12 h de
incubación con fibrina (figura A2.6.A), se obtuvieron unos niveles de expresión génicos
del 10 y 12% frente a Fibrina (p< 0.02) y siMock (p< 0.01) respectivamente. 
Por otro lado, a nivel proteico, tras 42 h de silenciamiento y 18 h de incubación
con fibrina (n= 5), se confirmó el descenso en los niveles e ICAM-I mediante la técnica
de Western Blot, obteniéndose unos niveles de un 27, 15 y 26% los niveles respecto a



















            
            
            
      
             








Figura A2.6. A) Expresión de ARNm de ICAM-1 mediante qPCR de FS tratados con fibrina durante 12 h y
tratados y silenciados con secuencia siICAM o siMock durante 36 h (n= 9) normalizado frente a no
tratado. B) Inmuno-blot representativo de un cultivo FS incubado con anticuerpos anti ICAM-1 y anti ΐ­
tubulina en lisados celulares de FS no tratadas y tratadas 18 h con fibrina sin transfección, transfretados
siMock y siICAM-1 durante 42 h. C) Expresión de ICAM-1 normalizado frente a control de carga, en FS










        
        
       
       
   
  
ANEXO 3 Interacción célula sinovial-fibrina como mecanismo patogénico y oportunidad terapéutica en artritis reumatoide
A2.3. Activación de la quinasa intracelular activada por mitógeno
A2.3.1.Activación de la quinasa intracelular activada por 
mitógeno ERK42/44 en FSOA
Al igual que sucedía en FSAR, la isoforma fosforilada de ERK, sufrió un pico de
estimulación tras 10 min de incubación con fibrina, incremento que se mantuvo hasta
el final del experimento aunque a unos niveles inferiores a los obtenidos a los 10 min.
Este incremento se reflejó en el cociente de la isoforma fosforilada y no fosforilada, al
presentar la no fosforilada únicamente variaciones interpretadas como fisiológicas.
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Figura A2.7.A) Inmuno-blot representativo de un cultivo FSOA incubado con anticuerpos anti ERK, anti fosfo-ERK y anti α-Tubulina 
(control de carga) en lisados celulares de células no tratadas y tratadas fibrina durante 10, 20, 30 y 60 min. B) Expresión de fosfo-ERK, 
normalizado frente a control de carga, en FSOA no tratadas o tratadas con fibrina, durante 10, 20, 30 (n= 7) y 60 min (n= 6). C) Expresión 
de ERK normalizado frente a control de carga, en FSOA no tratadas o tratadas con fibrina, durante 10, 20, 30 (n= 7) y 60 min (n= 6). D) 
Ratio de expresión fosfo-ERK/ERK en FSOA tratadas con trombina o fibrina mediante polimerización in situ durante 10, 20, 30 (n= 7) y 60 
min (n= 6) normalizado frente a control no tratado. 
 
A2.3.2.Activación de la quinasa intracelular activada por 
mitógeno JNK46/54 en FSOA 
Respecto a JNK, el tratamiento con fibrina produjo un incremento en la 
fosforilación de la subunidad de 46 KDa similar al de ERK, que alcanzó un pico a los 
10 min de incubación (figura A2.8) y se mantuvo hasta el final de experimento aunque 




a unos niveles inferiores a los obtenidos a los 10 min, en el cociente de la isoforma 
fosforilada no fosforilada, pareció existir un repunte a los 60 min provocado por el 
descenso de los niveles de la isoforma no fosforilada. La isoforma de 56 KDa no 
pareció modificar sus niveles, tan solo se produjo un incremento a los 10 min de las 













Figura A2.8. Inmuno-blot representativo de un cultivo FSOA incubado con anticuerpos anti JNK 46/54, anti fosfo-JNK (℗JNK) 46/54 
y anti α-Tubulina (control de carga) en lisados celulares de células no tratadas y tratadas fibrina durante 10, 20, 30 y 60 min. B) 
Expresión de ℗JNK 46/54, normalizado frente a control de carga, en FSOA no tratadas o tratadas con fibrina, durante 10, 20, 30 
(n= 7) y 60 min (n= 6). C) Expresión de JNK 46/54 normalizado frente a control de carga, en FSOA no tratadas o tratadas con 
fibrina, durante 10, 20, 30 (n= 7) y 60 min (n= 6). D) Ratio de expresión de las isoformas fosforiladas/ no fosforiladas de JNK 46/54 
en FSOA tratadas con trombina o fibrina mediante polimerización in situ durante 10, 20, 30 (n= 7) y 60 min (n= 6) normalizado 
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Objective Fibrin deposits are characteristic of the
synovial tissues in rheumatoid arthritis (RA). Once
citrullinated, ﬁbrin becomes an autoantigen and is
thought to contribute in this way to perpetuate the
disease. Our study aimed to analyse the responses of
RA synovial ﬁbroblasts (RASF) to native and citrullinated
ﬁbrin.
Methods The transcriptome induced by ﬁbrin in RASF
was approached with whole-genome-based gene
expression arrays. The upregulation of selected pro-
inﬂammatory genes by ﬁbrin was conﬁrmed in additional
primary cell cultures using quantitative PCR and ELISA.
Citrullination reactions were carried out with recombinant
human peptidylarginine deiminases (PAD) 2 and 4.
Results In the whole-genome array native ﬁbrin was
found to modulate the gene expression proﬁle of RASF,
particularly upregulating mRNA levels of several pro-
inﬂammatory cytokines. The induction of interleukin (IL)-6
and IL-8 by ﬁbrin was conﬁrmed in additional samples at
both the mRNA and the protein level. Blocking and
knockdown experiments showed the participation of toll-
like receptor (TLR)4 in the induction of both cytokines.
As compared with the native macromolecule, PAD2-
citrullinated ﬁbrin induced signiﬁcantly higher expression
of the pro-inﬂammatory cytokines in these cells.
Conclusions Our results suggest that ﬁbrin mediates
inﬂammatory responses in RASF via a TLR4 pathway. In
this way, ﬁbrin and particularly its citrullinated form may
contribute to sustain the cytokine burst in RA.
INTRODUCTION
The accumulation of ﬁbrin in joints is characteris-
tic of rheumatoid arthritis (RA). Intra-articular
ﬁbrin can be regarded as a marker of severe disease
because it is found at invasive sites,1 and has been
shown to correlate with macrophage inﬁltration.2
Additionally, its presence at early stages of the
disease suggests its role in the pathogenesis of
RA.3 4 We have previously proposed that ﬁbrin
deposits could account for a persistent activation
of surrounding RA synovial ﬁbroblasts (RASF),
conferring them with aggressive features.5 6
Fibrinogen, the soluble precursor of ﬁbrin, pro-
motes adhesiveness and migration of leucocytes
through the binding of α/β integrins.7–9 The
activation is likely mediated by the induction of che-
mokines and interleukin (IL)-6.10 In macrophages,
CD14 and of toll-like receptor (TLR)4 have been
shown to participate in ﬁbrinogen-induced
responses.11 12 TLR are detectors of pathogen-
associated molecular patterns, and trigger the pro-
duction of cytokines.13 TLR4 is targeted by bacterial
lipopolysaccharide (LPS), but also binds endogenous
products, or ‘damage’-associated molecular patterns
(DAMPs), such as extracellular matrix fragments.14
Both TLR2 and TLR4 are overexpressed in RA, and it
has been suggested that pathogen-associated molecu-
lar patterns and DAMPs contribute to perpetuate
joint inﬂammation through their engagement.15
Additionally, TLR4 suppression attenuates experi-
mental arthritis.16 17
Fibrin is a major autoantigen of anticitrullinated
peptide antibodies (ACPA) in RA.18 19 Citrullina-
tion consists of the substitution of arginine resi-
dues of proteins for citrulline by peptidylarginine
deiminases (PAD). Citrullination of matrix proteins
can be found in inﬂamed joints and is not
restricted to RA.20 In contrast, the development of
ACPA, and also of antibodies to citrullinated ﬁbrin
(ACF), is highly speciﬁc of RA and identiﬁes a dis-
tinct subset of patients.21 ACF are found in
approximately two-thirds of the patients.22 23 In
early arthritis subpopulations, both ACPA and ACF
herald the progression to established RA, and
predict a more severe course of the disease.22 24 25
Along with its contribution to the autoimmune
response, citrullination could also enhance ﬁbrin-
dependent cell activation.12 26
We describe here the pro-inﬂammatory activity of
ﬁbrin in RASF via TLR4, and the stronger response
elicited by its citrullinated form. Our results
provide a connection between the intra-articular
accumulation of ﬁbrin, its modiﬁcation by PAD and
the innate inﬂammatory response of RA.
MATERIALS AND METHODS
A complete description of the experimental
methods is given in the online supplementary text.
Experimental design
These studies were conducted in primary RASF
cultures. Two methods of cell stimulation were
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MATERIALS AND METHODS 
Patients and fibroblast cultures 
Synovial samples were obtained during joint replacement surgery from 
patients with RA according to the American College of Rheumatology criteria. 
[1] Cells were isolated by disruption with 1.5 mg/ml dispase II (Roche, 
Reinach, Switzerland) for 1 h, at 37ºC in agitation, and cultured in 10% fetal 
calf serum (FCS)-enriched Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Life 
Technologies, Basel, Switzerland). Confluent cells were used between 
passages 4 and 6. 
In situ fibrin polymerization 
To study the effects elicited by native fibrin on RASF, cells were starved from 
serum for 48 h. Fibrinogen at 0.3 to 0.8 mg/ml (American Diagnostica inc., 
Stamford, CT) was mixed with 0.5% FCS-enriched DMEM on ice and 0.75 
IU/ml thrombin (Sigma-Aldrich, Buch, Switzerland) was added. The mixture 
was immediately spread on top of cell monolayers, and plates were 
transferred to the incubator where fibrin clots were formed within 15 min.[2] 
Selection of dose was based on previous works focused on the study of cell-
fibrin interactions in extravascular systems,[2-4] as well as on concentrations 
of fibrinogen reached in RA synovial effusions.[5]  
Citrullination of fibrin and fibrinogen 
In order to test the effect yielded by citrullinated fibrin as compared to the 
native macromolecule, fibrin was assembled in culture plates at 0.8 mg/ml in 
20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl2 as described above. The 
clots were then incubated in 100 mM Tris-HCl, pH 7.4, 10 mM CaCl2, 5 mM 
dithiothreitol (Fluka, Buch, Switzerland) with 12.5 to 18 µg/ml recombinant 
human PAD2 (ModiQuest Research, Nijmegen, The Netherlands) or 15 to 41 
µg/ml PAD4 (ModiQuest Research) for 2, 4, or 15 h, at 37ºC. The citrullination 
reaction was stopped with 0.02 M ethylene diaminetetraacetic acid (EDTA), 
and the citrullinating reagents were removed by repeated washing with PBS. 
Synovial fibroblasts were seeded on top of the clots and incubated in 2% 
FCS-supplemented DMEM. 
Fibrinogen was citrullinated using the same conditions as for fibrin. In all 
citrullination reactions, sham-treated controls were performed with native fibrin 
or fibrinogen in citrullinating solution without the enzymes.   
Both in vitro stimulation systems are shown in supplementary Figure S1. 
Fibrin homogenization for protein studies 
Fibrin clots were dissolved in 10 mM Tris, pH 7.2, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 
1% Triton-X 100, 0.1% sodium deoxycholate, 5 mM EDTA, and 1 mM 
phenylmethylsulphonyl fluoride. The homogenized mixture was centrifuged at 
15000 xg for 20 min at 4ºC, and insoluble pellets were discarded. The same 
protocol was carried out in fibrinogen controls. To analyze the release of 
cytokines, fibrin homogenates and cell-culture supernatants were collected 
and stored at -20ºC after centrifugation.  
Assessment of the citrullination efficiency 
Protein extracts were subjected to 10% sodium dodecyl sulfate (SDS)-
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and stained with Coomassie blue 
(Sigma-Aldrich). In addition, resolved peptides were transferred to 
nitrocellulose membranes, fixed in 4% paraformaldehyde, and cross-linked 
using a commercial anti-citrulline (modified) detection kit (Millipore, Billerica, 
MA) as specified by the manufacturer. The membranes were blocked with 5% 
non-fat dry milk and blotted with rabbit anti-citrulline (modified) antibodies at a 
1:5000 dilution. Detection was done with peroxidase-labelled secondary 
antibodies (Jackson ImmunoResearch, Magden, Switzerland) and enhanced 
chemoluminiscence (GE Healthcare, Zürich, Switzerland). 
Assessment of cell viability 
Viability was assessed at 18 and 24 h, using a tetrazolium based colorimetric 
system (MTS, Sigma-Aldrich).[6] For these experiments we seeded 8 x 103 
fibroblasts per well on top of gels as mentioned above. Five different cell 
cultures, tested in triplicates were used. 
Controls performed to exclude lipopolysaccharide contamination 
To rule out lipopolysaccharide (LPS) contamination, 3 x 104 cells starved from 
serum for 48 h (n=3) were incubated with 0.5% FCS-enriched DMEM with 
each of the following reagents: 0.75 IU/ml thrombin, in situ polymerized fibrin 
(with 0.8 mg/ml fibrinogen and 0.75 UI/ml thrombin), citrullination buffer (1:200 
diluted), and 36 µg/ml PAD2, in the absence or presence of 2 µg/ml polymyxin 
B (Sigma-Aldrich). At this concentration, polymyxin B efficiently blocked IL-6 
induction by 2 - 500 ng/ml LPS in RASF (data not shown). As an additional 
control, PAD2 was pre-heated for 3 min at 80ºC before cell stimulation. At 15 
h of incubation, supernatants were collected, centrifuged to remove cell 
debris, and employed to determine levels of IL-6 with ELISA. Fibrin clots were 
mixed with an equal volume of lysis buffer and homogenized as explained 
previously. 
Primer pairs employed in qPCR studies 
Amplification of target genes was conducted using cDNA as template and 
SYBR green techniques with the following primer pairs: Interleukin (IL)-6 
sense: 5’- CTCTTCAGAACGAATTGACAAACAA-3’ and antisense: 5’-
GAGATGCCGTCGAGGATGTAC-3’; IL-8 sense: 5’-
TTGGCAGCCTTCCTGATTTC-3’ and antisense: 5’-
TGGCAAAACTGCACCTTCAC-3’; Toll-like receptor (TLR)4 sense: 5'- 
GAGCTGTACCGCCTTCTCAG -3' and antisense: 5'- 
CTGTCCTCCCACTCCAGGTA -3'; TLR2 sense: 5'- 
GGGTTGAAGCACTGGACAAT -3' and antisense: 5'- 
CTTCCTTGGAGAGGCTGATG -3'; Intracellular adhesion molecule (ICAM)-1 
sense: 5'- CACCTATGGCAACGACTCCT -3' and antisense: 5'- 
TCACACTGACTGAGGCCTTG -3'. The house-keeping gene 18S was 
amplified with a commercial VIC-TAMRA primer probe (Applied Biosystems, 
Rotkreuz, Switzerland). 
Small interference (siRNA) silencing experiments 
Commercially available siRNA targeting TLR2, TLR4, ICAM-1, and scrambled 
siRNA control reagent were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa 
Cruz, CA) and transduced at a concentration of 40 pmol/7 x 105 RASF using 
the Basic Nucleofector kit for primary mammalian fibroblasts and 
nucleofection program U23 from Amaxa (Lonza, Barcelona, Spain). Cells 
were stimulated with 0.8 mg/ml in situ polymerized fibrin 24 h after 
transduction with the specific siRNA; mRNA studies were conducted in cell 
lysates at 12 h, and peptide release at supernatants was measured at 18 h. 
The knockdown effect on gene expression yielded by siRNA transfections is 
shown in supplementary Figure S2. 
Cell immunofluorescence 
Cells were grown to confluence in 8-well chamber slides (Nunc, Barcelona, 
Spain), starved from serum for 48 hours and stimulated with 0.8 mg/ml fibrin. 
At end points, cells were fixed with 2% paraformaldehyde, permeabilized with 
0.1% triton in PBS, and incubated with in the specific antibodies in 0.1% BSA-
PBS, at 4ºC, overnight. Primary antibodies employed were goat antibodies 
directed against human inhibitor of nuclear factor (NF)κB IκBα, rabbit anti 
human phosphorylated (ph) IκBα, rabbit anti-human IκBβ, and rabbit anti-
human p65 (all from Santa Cruz Biotechnology). Alexa 488-labeled anti-rabbit 
IgG antibodies (Invitrogen, Carlsbad, CA), and Cy5-labeled anti-goat IgG 
antibodies (Jackson ImmunoResearch) were applied for 1 h, at 20ºC in the 
dark. After washing, slides were mounted with Vectashield plus DAPI (Vector 
laboratories, Peterborough, UK). 
Preparation of nuclear extracts and electrophoretic mobility shift assay 
(EMSA) 
106 cells per condition were used to assess NFκB activation by 
electrophoretic mobility-shift assay (EMSA). To isolate nuclear extracts, cells 
were incubated with 10 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2, 10 mM DTT, and 0.2 mM 
PMSF with protease inhibitors, at 4ºC, for 10 minutes, followed by a 20 minute 
incubation with 20 mM HEPES, 25% glycerol, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 
0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, and 0.2 mM PMSF, at 4ºC. Binding reactions 
were prepared with 5 µg nuclear extracts, plus binding buffer, 1 µg Poly d(I-
C), and 10 ng of labeled NFκB-specific consensus probe (Panomics, 
Redwood City, CA). Specificity of the complexes was confirmed by adding 
cold probe to the reaction. Samples were loaded onto 6% acrylamide/bis gels, 
run at 120 V, 4ºC, for 1 hour. Bound oligos were then transferred to a nylon 
membrane and immobilized with 1 hour heating at 80ºC. Development was 
carried out with a streptavidin-HRP conjugate, followed by incubation with 
substrate solution, provided by the manufacturer. 
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Supplementary Table 1 Regulation of gene expression by fibrin in a synovial fibroblast primary 
culture from an RA patient, as determined with an Affymetrix whole genome chip array. Treated and 
untreated cells were simultaneously tested. Results are shown as fold-change in mRNA levels of 
fibrin-treated vs untreated cells. A bidirectional threshold of 2-fold was set to consider the effect 
significant. Low-expressed genes and genes not expressed in one of the conditions tested were 
filtered out to reduce noise. 
 
Gene Name Fold Change Description 
202859_x_at 16.1 interleukin 8 
211506_s_at 15.69 interleukin 8 
204470_at 8.251 
chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma 
growth stimulating activity alpha) 
209774_x_at 7.252 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 
201694_s_at 5.39 early growth response 1 
210538_s_at 5.138 baculoviral IAP repeat-containing 3 
205207_at 5.075 interleukin 6 (interferon  beta 2) 
218995_s_at 4.956 endothelin 1 
202643_s_at 4.927 tumor necrosis factor alpha-induced protein 3 
205619_s_at 4.674 mesenchyme homeo box 1 
216598_s_at 4.59 chemokine (C-C motif) ligand 2 
204224_s_at 4.188 GTP cyclohydrolase 1 (dopa-responsive dystonia) 
218810_at 4.147 zinc finger CCCH-type containing 12A 
219290_x_at 3.749 
dual adaptor of phosphotyrosine and 3-
phosphoinositides 
210764_s_at 3.714 cysteine-rich angiogenic inducer 61 
204363_at 3.68 
coagulation factor III (thromboplastin tissue 
factor) 
202627_s_at 3.612 
serpin peptidase inhibitor clade E (nexin 
plasminogen activator inhibitor type 1)  member 1 
202644_s_at 3.504 tumor necrosis factor  alpha-induced protein 3 
206706_at 3.421 neurotrophin 3 
204337_at 3.419 regulator of G-protein signalling 4 
204748_at 3.321 
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) 
212974_at 3.319 DENN/MADD domain containing 3 
222186_at 3.261 Zinc finger  A20 domain containing 3 
202628_s_at 3.246 
serpin peptidase inhibitor clade E (nexin 
plasminogen activator inhibitor type 1)  member 1 
209672_s_at 3.075 hypothetical protein FLJ20323 
204338_s_at 3.013 regulator of G-protein signalling 4 
201502_s_at 2.992 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene 
enhancer in B-cells inhibitor  alpha 
201939_at 2.974 polo-like kinase 2 (Drosophila) 
212975_at 2.784 DENN/MADD domain containing 3 
202149_at 2.737 
neural precursor cell expressed developmentally 
down-regulated 9 
209959_at 2.727 nuclear receptor subfamily 4  group A  member 3 
211445_x_at 2.703 
nascent-polypeptide-associated complex alpha 
polypeptide pseudogene 1 ; similar to alpha 
NAC/1.9.2. protein 
219131_at 2.672 UbiA prenyltransferase domain containing 1 
 2 
206375_s_at 2.667 heat shock 27kDa protein 3 
207345_at 2.65 follistatin 
201289_at 2.633 cysteine-rich  angiogenic inducer 61 
222108_at 2.631 adhesion molecule with Ig-like domain 2 
202638_s_at 2.617 
intercellular adhesion molecule 1 (CD54)  human 
rhinovirus receptor 
202052_s_at 2.609 retinoic acid induced 14 
201109_s_at 2.553 thrombospondin 1 
215069_at 2.552 N-myristoyltransferase 2 
222040_at 2.543 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 
202637_s_at 2.535 
intercellular adhesion molecule 1 (CD54)  human 
rhinovirus receptor 
218469_at 2.525 
gremlin 1  cysteine knot superfamily  homolog 
(Xenopus laevis) 
205266_at 2.519 
leukemia inhibitory factor (cholinergic 
differentiation factor) 
207510_at 2.507 bradykinin receptor B1 
215203_at 2.487 golgi autoantigen  golgin subfamily a4 
203036_s_at 2.476 metastasis suppressor 1 




222214_at 2.456 Similar to KIAA0160 gene product is novel 
202509_s_at 2.447 tumor necrosis factor  alpha-induced protein 2 
209288_s_at 2.378 CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 3 
203868_s_at 2.375 vascular cell adhesion molecule 1 
209706_at 2.368 
NK3 transcription factor related  locus 1 
(Drosophila) 
215078_at 2.34 superoxide dismutase 2  mitochondrial 
208460_at 2.34 
gap junction protein  alpha 7  45kDa (connexin 
45) 
203951_at 2.306 calponin 1  basic  smooth muscle 
204699_s_at 2.304 chromosome 1 open reading frame 107 
210432_s_at 2.296 sodium channel  voltage-gated  type III  alpha 
202393_s_at 2.294 Kruppel-like factor 10 
209212_s_at 2.292 Kruppel-like factor 5 (intestinal) 
214272_at 2.283 Cylindromatosis (turban tumor syndrome) 
207535_s_at 2.277 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene 
enhancer in B-cells 2 (p49/p100) 
203895_at 2.262 phospholipase C  beta 4 
213672_at 2.249 Methionine-tRNA synthetase 
216180_s_at 2.209 synaptojanin 2 
215253_s_at 2.201 Down syndrome critical region gene 1 
204858_s_at 2.199 endothelial cell growth factor 1 (platelet-derived) 
203766_s_at 2.193 leiomodin 1 (smooth muscle) 
211241_at 2.188 annexin A2 pseudogene 3 
220338_at 2.18 Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 2 
201631_s_at 2.164 immediate early response 3 
205205_at 2.158 
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog 
B  nuclear factor of kappa light polypeptide gene 
enhancer in B-cells 3 (avian) 
212570_at 2.156 KIAA0830 protein 
214805_at 2.153 
Eukaryotic translation initiation factor 4A  isoform 
1 
205103_at 2.153 chromosome 1 open reading frame 61 





215747_s_at 2.137 regulator of chromosome condensation 1 
219255_x_at 2.125 interleukin 17 receptor B 
214441_at 2.114 syntaxin 6 
204420_at 2.109 FOS-like antigen 1 
203823_at 2.107 regulator of G-protein signalling 3 
212962_at 2.101 
synapse defective 1  Rho GTPase  homolog 1 (C. 
elegans) 
209928_s_at 2.1 musculin (activated B-cell factor-1) 
207464_at 2.081 S-adenosylhomocysteine hydrolase-like 1 
208240_s_at 2.071 fibroblast growth factor 1 (acidic) 
203888_at 2.071 thrombomodulin 
215221_at 2.066 Forkhead box P1 
202081_at 2.062 immediate early response 2 
209286_at 2.058 CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 3 
203952_at 2.046 activating transcription factor 6 
212817_at 2.045 DnaJ (Hsp40) homolog  subfamily B  member 5 
215641_at 2.04 
SEC24 related gene family  member D (S. 
cerevisiae) 
215888_at 2.037 Androgen-induced proliferation inhibitor 
210362_x_at 2.036 promyelocytic leukemia 
220712_at 2.033 chromosome 8 open reading frame 60 
203213_at 2.033 Cell division cycle 2  G1 to S and G2 to M 
201531_at 2.032 zinc finger protein 36  C3H type  homolog (mouse) 
211094_s_at 2.03 
neurofibromin 1 (neurofibromatosis  von 
Recklinghausen disease  Watson disease) 
207492_at 2.029 N-glycanase 1 
218468_s_at 2.018 
gremlin 1 cysteine knot superfamily homolog 
(Xenopus laevis) 
213176_s_at 2.008 
latent transforming growth factor beta binding 
protein 4 
204948_s_at 2.006 follistatin 
203499_at 2 EPH receptor A2 
209612_s_at 0.5 
alcohol dehydrogenase IB (class I)  beta 
polypeptide 
44669_at 0.5 Homo sapiens  clone IMAGE:3626627  mRNA 
202588_at 0.5 adenylate kinase 1 
204282_s_at 0.499 phenylalanine-tRNA synthetase 2 (mitochondrial) 
203576_at 0.497 branched chain aminotransferase 2  mitochondrial 
222309_at 0.497 Chromosome 6 open reading frame 62 
219858_s_at 0.497 FLJ20160 protein 
208199_s_at 0.496 zinc finger protein 161 homolog (mouse) 
215071_s_at 0.496 histone 1  H2ac 
218921_at 0.496 
single immunoglobulin and toll-interleukin 1 
receptor (TIR) domain 
213300_at 0.494 KIAA0404 protein 
203662_s_at 0.494 tropomodulin 1 
213116_at 0.494 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 3 
213493_at 0.494 sushi  nidogen and EGF-like domains 1 
201261_x_at 0.492 biglycan 
222228_s_at 0.492 hypothetical protein FLJ20013 
204273_at 0.492 endothelin receptor type B 
220321_s_at 0.49 hypothetical protein FLJ13646 
213716_s_at 0.489 secreted and transmembrane 1 
 4 
213951_s_at 0.489 TBP-1 interacting protein 
202997_s_at 0.488 lysyl oxidase-like 2 
203019_x_at 0.488 
synovial sarcoma  X breakpoint 2 interacting 
protein 
220943_s_at 0.488 hypothetical protein PRO1853 
220242_x_at 0.487 zinc finger protein 701 
202755_s_at 0.486 glypican 1 
212552_at 0.485 hippocalcin-like 1 
221894_at 0.485 aarF domain containing kinase 2 
212484_at 0.485 family with sequence similarity 89  member B 
211742_s_at 0.484 
ecotropic viral integration site 2B ; ecotropic viral 
integration site 2B 
206100_at 0.484 carboxypeptidase M 
213172_at 0.483 tetratricopeptide repeat domain 9 
205127_at 0.483 
prostaglandin-endoperoxide synthase 1 
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) 
214699_x_at 0.478 WIPI49-like protein 2 
49111_at 0.477 
MRNA; cDNA DKFZp762M127 (from clone 
DKFZp762M127) 
219453_at 0.476 chromosome 16 open reading frame 44 
218975_at 0.475 collagen  type V  alpha 3 
209038_s_at 0.474 EH-domain containing 1 
202888_s_at 0.474 
alanyl (membrane) aminopeptidase 
(aminopeptidase N  aminopeptidase M  microsomal 
aminopeptidase  CD13  p150) 
203933_at 0.474 RAB11 family interacting protein 3 (class II) 
218350_s_at 0.474 geminin  DNA replication inhibitor 
200895_s_at 0.473 FK506 binding protein 4  59kDa 
214549_x_at 0.473 small proline-rich protein 1A 
206645_s_at 0.471 nuclear receptor subfamily 0  group B  member 1 
212099_at 0.47 ras homolog gene family  member B 
213425_at 0.469 
wingless-type MMTV integration site family  
member 5A ; wingless-type MMTV integration site 
family  member 5A 
203018_s_at 0.469 
synovial sarcoma  X breakpoint 2 interacting 
protein 
209864_at 0.469 
frequently rearranged in advanced T-cell 
lymphomas 2 
213832_at 0.467 Clone 24405 mRNA sequence 
220041_at 0.467 SMP3 mannosyltransferase 
211658_at 0.463 peroxiredoxin 2 ; peroxiredoxin 2 
221234_s_at 0.463 
BTB and CNC homology 1  basic leucine zipper 
transcription factor 2 ; BTB and CNC homology 1 
basic leucine zipper transcription factor 2 
203115_at 0.463 ferrochelatase (protoporphyria) 
57588_at 0.463 
solute carrier family 24 
(sodium/potassium/calcium exchanger)  member 3 
211610_at 0.462 Kruppel-like factor 6 ; Kruppel-like factor 6 
203180_at 0.462 aldehyde dehydrogenase 1 family  member A3 
209900_s_at 0.461 
solute carrier family 16 (monocarboxylic acid 
transporters)  member 1 
211741_x_at 0.461 
pregnancy specific beta-1-glycoprotein 3 ; 
pregnancy specific beta-1-glycoprotein 3 
49452_at 0.459 acetyl-Coenzyme A carboxylase beta 
203386_at 0.459 TBC1 domain family  member 4 
218234_at 0.458 inhibitor of growth family  member 4 
 5 
214290_s_at 0.458 histone 2  H2aa 
214692_s_at 0.458 jerky homolog (mouse) 
222297_x_at 0.458 Ribosomal protein L18 
201827_at 0.456 
SWI/SNF related  matrix associated  actin 
dependent regulator of chromatin  subfamily d  
member 2 
206085_s_at 0.455 cystathionase (cystathionine gamma-lyase) 
209782_s_at 0.455 
D site of albumin promoter (albumin D-box) 
binding protein 
205932_s_at 0.455 msh homeo box homolog 1 (Drosophila) 
219167_at 0.454 RAS-like  family 12 
202247_s_at 0.453 metastasis associated 1 
211173_at 0.453 cholecystokinin A receptor 
207017_at 0.451 RAB27B  member RAS oncogene family 
205393_s_at 0.451 CHK1 checkpoint homolog (S. pombe) 
209613_s_at 0.451 
alcohol dehydrogenase IB (class I)  beta 
polypeptide 
203817_at 0.451 guanylate cyclase 1  soluble  beta 3 
207180_s_at 0.451 HIV-1 Tat interactive protein 2  30kDa 
211756_at 0.45 
parathyroid hormone-like hormone ; parathyroid 
hormone-like hormone 
206911_at 0.45 tripartite motif-containing 25 
209724_s_at 0.45 zinc finger protein 161 homolog (mouse) 
205640_at 0.448 aldehyde dehydrogenase 3 family  member B1 
221615_at 0.446 
bone morphogenetic protein 8b (osteogenic 
protein 2) 
205856_at 0.446 
solute carrier family 14 (urea transporter)  
member 1 (Kidd blood group) 
204569_at 0.444 intestinal cell (MAK-like) kinase 
203608_at 0.444 
aldehyde dehydrogenase 5 family  member A1 
(succinate-semialdehyde dehydrogenase) 
210880_s_at 0.443 embryonal Fyn-associated substrate 
201945_at 0.442 furin (paired basic amino acid cleaving enzyme) 
216411_s_at 0.441 galactokinase 2 
213989_x_at 0.44 chromosome 21 open reading frame 18 
208433_s_at 0.44 
low density lipoprotein receptor-related protein 8  
apolipoprotein e receptor 
220465_at 0.439 hypothetical protein FLJ12355 
209098_s_at 0.439 jagged 1 (Alagille syndrome) 
202249_s_at 0.438 WD repeat domain 42A 
219401_at 0.438 xylosyltransferase II 
202191_s_at 0.437 growth arrest-specific 7 
209099_x_at 0.437 jagged 1 (Alagille syndrome) 
215977_x_at 0.436 glycerol kinase 
205081_at 0.435 cysteine-rich protein 1 (intestinal) 
213348_at 0.434 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57  Kip2) 
219527_at 0.428 MOCO sulphurase C-terminal domain containing 2 
209821_at 0.427 chromosome 9 open reading frame 26 (NF-HEV) 
215506_s_at 0.427 DIRAS family  GTP-binding RAS-like 3 
208322_s_at 0.423 ST3 beta-galactoside alpha-2 3-sialyltransferase 1 
32062_at 0.423 leucine rich repeat containing 14 
89476_r_at 0.421 aminopeptidase-like 1 
217165_x_at 0.419 metallothionein 1F (functional) 
203665_at 0.419 heme oxygenase (decycling) 1 
221261_x_at 0.418 
melanoma antigen family D  4 ; melanoma antigen 
family D 4 
 6 
209346_s_at 0.418 phosphatidylinositol 4-kinase type II 
201418_s_at 0.415 SRY (sex determining region Y)-box 4 
208161_s_at 0.415 
ATP-binding cassette  sub-family C (CFTR/MRP)  
member 3 
213413_at 0.414 stoned B-like factor 
219622_at 0.414 RAB20  member RAS oncogene family 
207253_s_at 0.413 ubinuclein 1 
210194_at 0.412 phospholipase A2 receptor 1  180kDa 
202175_at 0.412 chondroitin polymerizing factor 
204633_s_at 0.411 ribosomal protein S6 kinase  90kDa  polypeptide 5 
220178_at 0.41 chromosome 19 open reading frame 28 
204205_at 0.407 
apolipoprotein B mRNA editing enzyme  catalytic 
polypeptide-like 3G 
211966_at 0.407 collagen  type IV  alpha 2 
210089_s_at 0.406 laminin  alpha 4 
209202_s_at 0.406 exostoses (multiple)-like 3 
219103_at 0.403 
development and differentiation enhancing factor-
like 1 
219050_s_at 0.401 zinc finger  HIT type 2 
213087_s_at 0.396 
Eukaryotic translation elongation factor 1 delta 
(guanine nucleotide exchange protein) 
214761_at 0.396 zinc finger protein 423 
213668_s_at 0.393 SRY (sex determining region Y)-box 4 
210663_s_at 0.39 kynureninase (L-kynurenine hydrolase) 
211829_s_at 0.388 G protein-coupled receptor 30 
220180_at 0.387 CTCL tumor antigen se57-1 
209297_at 0.385 intersectin 1 (SH3 domain protein) 
204040_at 0.384 ring finger protein 144 
218620_s_at 0.382 HemK methyltransferase family member 1 
207177_at 0.38 prostaglandin F receptor (FP) 
209051_s_at 0.379 ral guanine nucleotide dissociation stimulator 
204249_s_at 0.379 LIM domain only 2 (rhombotin-like 1) 
217388_s_at 0.378 kynureninase (L-kynurenine hydrolase) 
216336_x_at 0.376 Metallothionein 1M 
204457_s_at 0.376 growth arrest-specific 1 
210933_s_at 0.376 
fascin homolog 1  actin-bundling protein 
(Strongylocentrotus purpuratus) 
203649_s_at 0.373 
phospholipase A2  group IIA (platelets  synovial 
fluid) 
202114_at 0.373 sorting nexin 2 
217691_x_at 0.372 
solute carrier family 16 (monocarboxylic acid 
transporters)  member 3 
206461_x_at 0.36 metallothionein 1H 
209540_at 0.343 insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) 
219686_at 0.337 serine/threonine kinase 32B 
206994_at 0.335 cystatin S 
202835_at 0.335 thioredoxin-like 4A 
219837_s_at 0.335 cytokine-like 1 
214717_at 0.329 hypothetical protein DKFZp434H1419 
204835_at 0.323 polymerase (DNA directed)  alpha 
211029_x_at 0.311 
fibroblast growth factor 18 ; fibroblast growth 
factor 18 
213183_s_at 0.298 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57  Kip2) 
219230_at 0.292 hypothetical protein FLJ10970 
211485_s_at 0.288 fibroblast growth factor 18 
 7 
221552_at 0.285 abhydrolase domain containing 6 
204385_at 0.262 kynureninase (L-kynurenine hydrolase) 
201010_s_at 0.253 thioredoxin interacting protein 
201009_s_at 0.244 thioredoxin interacting protein 
203926_x_at 0.225 
ATP synthase  H+ transporting  mitochondrial F1 
complex  delta subunit 
205302_at 0.221 insulin-like growth factor binding protein 1 
201008_s_at 0.206 thioredoxin interacting protein 
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The treatment of rheumatoid arthritis has undergone a huge revolution in the past two 
decades with the incoming of biological therapies, which have been designed out of a 
better understanding of pathogenic mechanisms. However, while these compounds 
successfully prevent -or at least slow down- joint damage in most of the patients, they 
all show an efficacy ceiling effect and their survival is limited. This reflects the complex 
and heterogeneous pathogenesis that characterises the disease, and is the reason 
why a continuous search for new strategies is necessary. In this context, the purpose 
of this commentary is to revisit intra-articular fibrin deposition as a yet little exploited 
approachable process in the treatment of rheumatoid arthritis. In the light of previous 
research, we underline the early place of fibrin in the pathogenic cascade as well as its 
involvement in the development of synovitis. In addition, we go through potentially 
targetable checkpoints and briefly discuss limitations to the development of fibrin-
based therapies. 
Fibrin deposition and the sequence from early to established disease 
As we understand it today, rheumatoid arthritis is the result of a succession of events 
targeting susceptible hosts [1-3]. The disease is thought to start as a non-specific 
inflammatory arthritis following the incidence of a variety of inducing triggers [4-8]. 
Next, the unbalance between resolving and perpetuating mechanisms results in the 
amplification of the inflammatory process. With spreading of pro-inflammatory 
mechanisms, it evolves to a more specific, usually non-subsiding process, 
characterised by the generation of immune memory, or established rheumatoid arthritis 
[3]. Pro-inflammatory cytokines are considered principal mediators of this transition, 
and are currently the cornerstone in the design of biological therapies. However, 
cytokines are interconnected in networks, characterised by their pleiotropic actions and 
  
multiplying circuits. These intricate interactions make it unlikely for cytokine-blocking 
drugs to completely stop the disease in the long run. It appears that therapeutic 
strategies should better be aimed at events upstream the cytokine induction in the 
pathogenic sequence. 
Returning to early stages of the disease, joint swelling is associated to the effusion of 
plasma fibrinogen and zymogens to the joint cavity. Therefore, the struggle between 
resolving and perpetuating factors also involves clotting and fibrinolysis inside joints, 
and this battle is completely skewed towards fibrin deposition in rheumatoid hosts [8-
13]. We can positively regard rheumatoid arthritis as an extravascular thrombophilia. 
The remarkable presence of fibrin in rheumatoid joints has been a matter of discussion 
for many years. A number of studies have addressed the specific alterations of 
extravascular hemostasis associated to the disease, the principal of which are 
summarised in Figure 1. On one hand there is an abnormally high procoagulant 
activity, with an increase in tissue factor (TF) and in plasminogen activator inhibitor 
(PAI) I [10]. On the other, fibrinolysis is not proportional, as reflects the down-regulation 
of urokinase-type plasminogen activator (uPA) [11]. In addition, citrullination taking 
place within inflamed joints might facilitate the procoagulant deregulation. This post-
translational modification usually leads to functional alterations of the substrates, and 
has been found to hamper antithrombin enzymatic activity, as well as the digestion of 
fibrin [12]. Also the degrading rate of carboxypeptidase B (CPB) has been found 
decreased in rheumatoid joints [13]. 
Fibrin involvement in the development of synovitis 
Synovitis, which is the defining feature of the disease, is thought to be a consequence 
of disease perpetuation. Synovitis can be defined as an invasive transformation of 
resident synovial cells leading to the destruction of cartilage and bone [14-16]. Studies 
based on histopathological findings have suggested that fibrin deposition could exert a 
  
central role in the development of rheumatoid synovitis [17, 18]. Typically, the synovial 
tissue depicts in rheumatoid arthritis a mosaic-like architecture, in which areas of 
hypertrophic growth and invasion alternate with regions looking spared. One of the 
distinguishing features between these regions is precisely the presence of fibrin. Figure 
2 shows a typical fibrin-rich region in a rheumatoid synovial tissue. In the 
photomicrograph, a high cell density, infiltration by macrophages, and fibrotic scarring 
can be observed. Positively, fibrin plays a physiological role in wound healing, 
promoting cell scatter through the matrix and its remodelling. It also contributes to 
transmigration of leukocytes through the vessels wall [19]. Using joint explants from 
patients undergoing prosthetic surgery, deposition of fibrin was shown at fronts of bone 
and cartilage invasion. In addition, fibrin co-localised with metalloproteinases 1 and 3, 
particularly at these sites [20]. All these facts led to propose a fibrin-based model for 
the development of synovitis based on the direct interaction between the fibrin 
networks and the resident fibroblasts [21].  
Fibrin operates ahead of the cytokine network 
This synovitis model was thereafter challenged using an in vitro system in which 
fibrinogen was immobilised with the addition of thrombin directly on top of cell 
monolayers, to form fresh fibrin clots. This system had been formerly introduced to 
study cell transmigration [19]. This approach showed a powerful up-regulation of 
inflammatory mediators, growth factors and transcriptional activators by fibrin in 
rheumatoid synovial fibroblasts in the absence of collaboration of immune cells [22]. 
The fibrin transcriptome in these cells included some of the major pathogenic 
mediators of rheumatoid arthritis, such as interleukin 6, a variety of chemokines, 
vascular cell adhesion protein 1, intracellular adhesion molecule 1, tumor necrosis 
factor-related peptides, cyclooxygenase 2, and histone deacetylases. As represented 
in Figure 3 (left panel) the toll-like receptor (TLR) 4 - nuclear factor kappa B axis was 
found to mediate fibrin-dependent gene induction in synovial fibroblasts, while a similar 
  
pathway had been drawn in macrophages [22-24]. Globally, these findings support that 
synovial cells might, through their interaction with fibrin, fuel the principal pathogenic 
processes of rheumatoid arthritis, acting upstream cytokine networks and lymphocyte 
activation (illustrated in Figure 3, main panel).  
 
Fibrin networks are scaffolds for multi-target approaches 
Interestingly enough, the stimulatory action of fibrin in the rheumatoid synovial 
membrane involves multiple therapeutic targets yet to be explored. As the principal 
receptor of fibrin inside the inflamed joint, TLR4 stands as an ideal molecular target of 
the fibrin-dependent pathogenic pathway (illustrated in Figure 3); moreover considering 
that levels of expression of TLR have been found abnormally enhanced in rheumatoid 
synovial fibroblasts [25, 26]. We will find out in the years to come if this approach can 
succeed in treating rheumatoid arthritis, since inhibitors of TLR4 are already 
undergoing development for other diseases. However, because of its widespread 
expression and its relevant role in the defence to gram-negative germs, TLR4 is a 
sensitive target, and the risk-benefit ratio of its inhibition would need to be individually 
considered. 
In addition, a characteristic of fibrin is its multiple cell and matrix interaction domains. 
Fibrin networks provide sites for crosslinking of additional matrix proteins, such as 
fibronectin (Figure 2 & 3) [18, 20]. The resulting multimolecular scaffold greatly 
enhances opportunities for cell attachment. It also offers binding sites for growth 
factors. Notably, vascular endothelium growth factor and fibroblastic growth factor 2 
prolong their respective actions when anchored to fibrin networks [27, 28]. The number 
of potential targets within this route is therefore high, and probably differing between 
subgroups of patients.  
Interestingly, fibrin and other components of the extracellular matrix undergo 
citrullination in rheumatoid joints, and this post-translational modification can further 
  
enhance mechanisms of cell activation, as has been demonstrated (Figure 3) [22, 29-
31]. In spite of not being specifically associated to the disease, this post-translational 
modification of peptides facilitates their recognition as autoantigens [32]. Moreover, the 
development of antibodies to citrullinated peptides is relatively restricted to the disease. 
Citrullination is carried out by the family of peptidyl deiminases (PAD), out of which 
PAD2 emerges as an attractive therapeutic target. Of all isoforms, PAD2 shows the 
higher affinity for fibrin domains in vitro, and it has been found to be enriched in the 
synovial fluid of patients with rheumatoid arthritis and spondyloarthritis, as compared to 
osteoarthritis [33, 34]. An increase in PAD has been put in relationship with erosive 
disease, and the presence of anti citrullinated antibodies is currently considered a 
marker of severe disease [35]. Altogether, this suggests that particular subgroups of 
patients would benefit from the inhibition of PAD2 activity. 
 
Limitations to the development of fibrin-based therapies 
Two major criticisms have hindered the progression of fibrin research in rheumatoid 
arthritis. The first one derived from the extrapolation of histopathological findings in  
synovial tissues from end-stage disease. Fibrin was for a long time considered a 
bystander product of inflammation. This hurdle was overcome with the studies 
performed in experimental models, and more recently, when fibrin was shown to be a 
major autoantigen of the disease. The second point raised was the lack of specificity of 
intra-articular fibrin deposition. This drawback is shared by most studies approaching 
the invasive phenotype of rheumatoid synovial fibroblasts, which have failed to show 
intrinsic alterations. In concordance, our group has found a similar profile of gene 
induction in fibroblasts from osteoarthritic joints to the one depicted by rheumatoid 
fibroblasts upon exposure to fibrin (unpublished data). This rather supports that fibrin  
networks provide a microenvironmental imprinting, as responsible for the aggressive 
features of these cells. Besides, we did observe differences in the magnitude of the cell 
response between both conditions, probably due to the higher expression level of 
  
TLR4 in rheumatoid as compared to osteoarthritic synovial fibroblasts, as has been 
observed [25, 26].  
In conclusion, complexity of rheumatoid arthritis warrants a multi-target approach in 
order to shut down mechanisms involved in disease progression. In the next future, a 
better characterization of each phenotype will facilitate the use of tailored strategies, in 
which a place for fibrin-based therapies can be forecasted. 
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Legends to the Figures 
 
Figure 1. Extravascular haemostasis in rheumatoid joints. 
Figure 2. A fibrin-rich region from a rheumatoid synovial membrane. Hematoxylin-
eosin staining shows scarring tissue with giant cells surrounding a solid deposit of fibrin 
(left). CD68 staining showing the infiltration of macrophages in the surroundings of the 
undigested fibrin deposit (middle). Fibronectin crosslinking with fibrin at the synovial 
interstitium (right). 
Figure 3. Fibrin-dependent cell activation in rheumatoid synovitis. The upper right 
panel represents fibrin crosslinking with other extracellular matrix components and 
citrullination marks (red spots). The lower panel illustrates downstream events 
following interaction of resident cells with fibrin networks. The role of TLR4 in mediating 
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1. Introduction 
1.1 Synovitis and the chicken or the egg dilemma 
The studies approaching pathogenesis of rheumatoid arthritis shifted over the years to show 
that non-immune factors could precede activation of immune cells and were therefore 
targetable (Firestein & Zvaifler, 1990). In opposition to the classic model, in which an initial 
challenge to the immune system would over time lead to the autoimmune attack of joints, it 
was suggested that early mechanisms of disease induction were to be found inside joints. It 
was observed in vitro, that cells from the joints of patients with rheumatoid arthritis 
spontaneously produced several cytokines (Brennan et al., 1989a). Further studies would 
confirm the role of tumour necrosis factor alpha (TNF) as a master cytokine, since its 
inhibition led to a drop in levels of the other soluble mediators (Brennan et al., 1989b), as 
well as reduction in the expression of HLA-DR molecules (Haworth et al., 1991). 
Interestingly, TNF was not lymphocyte restricted, but rather pleiotropic. Moreover, it was 
shown that its principal sources in the arthritic joint were resident macrophages and 
fibroblast-like cells. This new paradigm was followed by the successful introduction of anti-
cytokine therapies, which have totally changed the clinical picture of RA. 
Indeed, the rheumatoid lesion at joints is quite unique, and probably sufficient to define the 
disease. It is characterized by the development of synovitis, a tumour-like transformation of 
the synovial tissue (Arend, 1997). On one hand, synovitis leads to joint destruction and 
disability, and on the other it provides a stronghold for spreading the inflammatory process. 
1.2 Role of synovial fibroblasts in synovitis 
1.2.1 Invasive features of synovial fibroblasts 
There is not a uniform theory to explain how synovitis develops. However, one of the major 
features of synovitis is the acquisition of invasiveness of synovial fibroblasts. It could be said 
that rheumatoid synovial fibroblasts exhibit features of transformed cells, but unlike these, 
they do not show genetic aberrations. Rather, it seems that different activation processes are 
not correctly balanced by regulatory mechanisms in these cells. In this regard, it is typical of 
rheumatoid synovial fibroblasts to constitutively express growth factors, adhesion 
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molecules and proteases, which participate in inflammation and in the destruction of joint 
tissues (Pap et al., 2005).  
One particularly altered regulatory mechanism in rheumatoid synovial fibroblasts is cell 
growth. In healthy individuals, the synovial membrane is formed by a limiting row of cells, 
the synovial intima, which overlays connective tissue in an epithelium-like fashion. In 
rheumatoid arthritis, the intimal layer is characteristically disarranged and hyperplastic 
(Tarner et al., 2005). Along with the infiltration by leukocytes, there is an increase in the 
density of synovial fibroblasts. However, the latter does not derive from a high proliferation 
rate, but from cell longevity. These cells are able to survive in adverse conditions, such as 
hypoxia and loss of matrix anchorage. Defective apoptosis might therefore be a critical 
process in acquisition of invasiveness, and different works have shed light on this, 
describing specific alterations in the regulation of death mechanisms in rheumatoid arthritis 
(Takami et al., 2003; Jüngel et al., 2006). But on the whole it could be said that the apoptotic 
machinery of rheumatoid synovial fibroblasts is not impaired, and most of its deregulation 
could be due to the influence of signals from the inflamed environment (Kammouni et al., 
2007).  
How rheumatoid synovial cells become invasive brings back the chicken or the egg 
dilemma. Are they mere effectors activated by immune cells or is it the activation of these 
cells by innate mechanisms what helps to trespass the barrier of peripheral tolerance, at the 
same time conferring them with aggressive features? Increasing evidence is rising 
supporting that local factors associated to inflammation can shape the phenotype of 
rheumatoid synovial fibroblasts. An intriguing feature of rheumatoid synovitis is local 
hypoxia (Stevens et al., 1991). The formation of new vessels is characteristic of synovitis, but 
still the density of blood vessels is insufficient to supply the overgrown tissue, so 
consequently there are focal areas of ischemia inside the inflamed joint. It has been shown 
that reduced oxygen leads to an activation of hypoxia sensitive elements, orchestrated by 
hypoxia induced transcription factor-1 (HIF-1). Apparently, there is a low threshold for the 
induction of the hypoxia program in rheumatoid arthritis, probably resulting from the 
stabilisation of HIF-1 by inflammatory cytokines. The vascular endothelium growth factor 
(VEGF) is one of the molecules induced by HIF-1 thought to play a prominent role in the 
acquisition of invasiveness by rheumatoid synovial fibroblasts (Distler et al., 2004). 
1.2.2 Hurdles in the study of rheumatoid synovial fibroblasts’ features 
Synovitis is a non-conventional lesion, and it is difficult to put it into experimental 
coordinates in order to dissect its pathogenic mechanisms. Nonetheless, in primary cultures, 
rheumatoid synovial fibroblasts but not synovial fibroblasts from osteoarthritic or healthy 
joints, are able to maintain an activated phenotype after several passages. This rare feature 
suggests that cells carry with them a stable imprinting of the in vivo circumstances. 
However, in vitro studies have frequently failed to identify or consistently replicate 
mechanisms associated to acquisition of invasiveness by rheumatoid synovial fibroblasts. A 
possible explanation is that cells from the same joint can exhibit a heterogeneous spectrum 
of phenotypes (Kasperkovitz et al., 2005). In large synovial specimens, an alternation can be 
observed between overgrown sprouts of tissue (macroscopic villi) and normal-appearing 
areas, a finding that suggests that the aggressive transformation of synovial fibroblasts is 
focal. Studies based on primary cultures, as well as on high throughput techniques, can miss 
the features of small but critical subpopulations of cells. 
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In order to overcome these limitations, elegant strategies have been employed for the study 
of invasiveness of rheumatoid synovial fibroblasts. An interesting approach is to specifically 
look at areas where synovium invades cartilage and bone, the so-called cartilage-pannus 
junction (CPJ), looking for selective expression of molecules conferring invasiveness (Benito 
et al., 2004). From this type of study we have learned that cells located in the invasive fronts 
are mostly macrophages and fibroblasts. Both the up-regulation of anti-apoptotic factors, 
such as sentrin 1 and the Fas associated death domain-like interleukin 1 converting enzyme 
inhibitory protein (FLIP), and the expression of protooncogenes, have been found in these 
areas (Franz et al., 2000; Schedel et al., 2002). On the other hand, studies looking into CPJs 
are necessarily carried out in specimens obtained at the time of joint replacement surgery. 
Therefore, we need to be cautious at drawing conclusions, because these samples could 
reflect longstanding instead of active disease. 
The invasive process has been studied in vitro in a transwell system with Matrigel, a 
method that was designed for the study of metastasis (Tolboom et al., 2002). More recently, 
a matrix-associated transepithelial resistance invasion (MATRIN) assay was developed to 
measure the rate of invasiveness from the breakdown of the electrical resistance generated 
by an epithelial monolayer (Wunrau et al., 2009). This system provides a means of directly 
assessing the participation of a particular factor in the ability of cells to scatter through the 
matrix. Also interesting are several three-dimensional co-culture systems in which minced, 
artificially generated, or native cartilage is put into contact with different subsets of cells that 
are present at the CPJ. 
The experimental severe cellular immunodeficient (SCID) mouse co-implantation model 
allows the study of mechanisms of invasion in vivo. In this model, human cartilage and 
rheumatoid synovial fibroblasts are engrafted in nude mice, that is, in an immune 
independent environment. Several works using this model have shown the ability of 
rheumatoid synovial fibroblasts to migrate and to destroy cartilage in the absence of 
immune cell concurrence (Müller-Ladner et al., 1996). On the other hand, some mechanisms 
of destruction taking place in rheumatoid arthritis might not show up in the SCID mouse 
model, as the latter does not provide an inflammatory microenvironment comparable to 
synovitis (Jüngel et al, 2010). 
1.2.3 The family of metalloproteinases and related molecules 
There are probably several mechanisms accounting for cartilage and bone destruction in 
rheumatoid arthritis, and different cells and mediators can be involved. Activation of 
osteoclasts through the RANK ligand system stands as the principal pathway of bone 
erosion. In this sense, synovial fibroblasts, among other cell types, have an undeniable role 
as inductors of osteoclast differentiation and maturation in arthritic joints (Kim et al., 2007). 
But there is also much evidence of the direct ability of synovial fibroblasts to penetrate the 
adjacent joint structures as a result of their production of various proteases.  
Metalloproteinases (MMPs) are a family of Zn2+ binding endoproteinases able to degrade 
the connective tissue. They are synthesized as precursors and cleaved at the N-terminus to 
their active forms. There is a considerable overlap of functions between them, and some of 
them are known to trigger the activation of others, as well as interact with additional 
proteases to generate proteolytic cascades in certain systems.  
Of all MMPs, the interstitial collagenase, MMP-1, and stromelysin 1, or MMP-3, are the best 
characterized in the setting of synovitis. MMP-3 is able to degrade the most abundant 
extracellular components of the synovial tissue, including fibronectin and laminin, as well as 
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collagens I and III. In addition, it activates MMP-1, which not only shares some of MMP-3 
cleavage targets, but is also able to degrade collagen II, the principal component of articular 
cartilage. Plasma levels of both proteases have been found to be increased in patients with 
rheumatoid arthritis (Manicourt et al., 1995). Moreover, they correlated with disease activity, 
while intra-joint concentrations of the enzymes increased in parallel with the degree of joint 
inflammation (Ishiguro et al., 1996). Plasma levels of MMP-3 are currently regarded as a 
surrogate marker of severity, a fact that reflects its relevance as a mediator of joint 
destruction in rheumatoid arthritis. With immune-detection techniques, MMP-1 and -3 
show a patchy distribution throughout the inflamed synovial tissue. Both molecules are 
consistently found at CPJs, where a diffuse immune-reactivity has been described (Tetlow & 
Woolley, 1995). Their pattern of distribution has confirmed synovial fibroblasts as the major 
source of these molecules in the joint. 
Also of interest are the group of membrane-anchored (MT-) MMPs, which are bound to 
integrin chains, and, upon activation, digest pericellular matrix. Of this family, MT1-MMP 
(also MMP-14), which is over-expressed in rheumatoid synovial fibroblasts, is thought to 
confer to these cells some of their invasive potential (Yamanaka et al., 2000). In this regard, 
experiments carried out in the SCID mouse co-implantation model have shown the 
participation of MMP-1 and MT1-MMP in the degradation of cartilage by rheumatoid 
synovial fibroblasts (Rutkauskaite et al., 2004; Rutkauskaite et al., 2005). Based on this 
evidence, the pathway of MMPs has been for a while a promising area of research for 
therapeutics, not only in rheumatoid arthritis but also in metastatic tumours. The members 
of the family of tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs), which act as natural 
regulators of MMPs, appeared as ideal candidates to develop anti-invasive compounds. In 
the SCID mouse model, TIMP-1 and -3 over-expressing mutants were able to slow the 
invasive process (van der Laan et al., 2003). However, less convincing results have been 
drawn so far in therapeutic experimental approaches and clinical trials. 
In summary, it appears that synovial fibroblasts are the main effectors of destruction, a fact 
that could be considered natural. Fibroblasts are in charge of connective tissue remodelling, 
both under physiologic conditions and in disease. Production of proteases allows them to 
migrate through the matrix and restore the injured site in wound healing processes 
(Woessner, 1991). The same mechanisms take place during invasive processes. In this 
regard, rheumatoid synovial fibroblasts have been compared to tumour-associated stromal 
cells, which are non-neoplastic fibroblasts that contribute to metastatic growth by the 
production of MMPs (Hotary et al., 2003). Interestingly, the presence of MMPs at the 
synovial tissue is not related to the stage of the disease, and in fact the proteases can be 
abundant in early synovitis (Katrib et al., 2001). Therefore, fibroblast activation is not 
necessarily a consequence of longstanding disease, but could be one of the distinguishing 
processes between non-progressive disease and rheumatoid arthritis. 
To help understand why rheumatoid and not other synovial fibroblasts turn invasive, a 
revealing study put in relationship the mRNA expression levels of MMPs with local 
hypoxia. Not only hypoxic cultures resulted in an increase in MMP-1 and MMP-3 
transcripts, but also HIF-1 siRNA transfects yielded 50% lower mRNA levels of MMP-3 
(Ahn et al., 2008).  
Pulling the thread of research coming from invasive neoplasms and stromal cells, additional 
synovial fibroblast-dependent proteases were discovered at CPJs, showing potent in vitro 
capacity to destroy bone and cartilage. One of these molecules, that heralds the aggressive 
behaviour of tumours, is the urokinase type plasmin activator (uPA) (Duffy & Duggan, 
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2004). While uPA is able to degrade the extracellular matrix, it also activates MMPs and 
proteoglycanases through the cleavage of their precursors. Several studies have shown that 
uPA is over-expressed in joints from patients with rheumatoid arthritis, in correlation with 
disease severity (van der Laan et al., 2000). In spite of this role, uPA could be a double-
edged therapeutic sword in rheumatoid arthritis, due to its activity in extra-vascular 
fibrinolysis, as we discuss in the next section. Interesting evidence was drawn in mice with 
antigen-induced arthritis, since uPA-deficient animals depicted a more severe phenotype as 
compared to wild type littermates (Busso et al., 1998). From subsequent studies, it can be 
concluded that aggressive features mediated by uPA are linked to its cell attachment 
activity, through the binding of its high affinity receptor, uPAR. New released work has 
found that the uPA-uPAR pair is a mediator of invasiveness in the SCID mouse co-
implantation model (Serratì et al., 2011). In turn, uPAR is part of a larger complex, the 
urokinase plasminogen activating system (uPAS), formed by its assembly with 4 serin 
protease inhibitors at the cell surface. Triggering of uPAS is associated to proliferation, 
adhesion, migration and neoangiogenesis in tumours. These findings point to the complex 
as a better therapeutic target than the protease itself (Ulisse et al., 2009). 
1.3 The role of fibrin in rheumatoid arthritis 
1.3.1 Haemostasis activation overflows the fibrinolytic capacity in the joints with 
rheumatoid arthritis 
Since the extra-vascular activation of haemostasis is a characteristic feature of inflammation, 
fibrin deposition in the inflamed synovial tissue is considered a non-specific event. During 
inflammation, the exudation of plasma into joints can result in coagulation factors achieving 
high concentrations at the synovial effusion. In fact, joints affected with osteoarthritis, 
infections, and trauma, often show fibrin deposits, albeit not as widespread as found in 
rheumatoid arthritis (Clemmensen et al., 1983). The striking abundance of fibrin in 
rheumatoid synovial tissues has been attributed to both an increased formation and a low 
clearance of the clots. As pointed out in different studies, rheumatoid arthritis flares 
provoke a status of extra-vascular thrombophilia, so that the influx of fibrinogen and its 
immobilization are high (Carmassi et al., 1996). Fibrin networks are thicker in patients with 
rheumatoid arthritis than in controls, and presumably more resistant to proteolysis as well 
(Kwasny-Krochin et al., 2010). This feature along with a reduced fibrinolytic activity can 
explain the accumulation of fibrin inside rheumatoid joints. Of the two regulatory systems 
that activate plasmin to degrade fibrin, the tissue plasminogen activator (tPA) is reduced in 
rheumatoid synovial tissues. Similarly, there is an increased production of the inhibitors of 
plasminogen activator, PAI-1 and PAI-2, which act by preventing fibrin dissolution through 
a constitutive pathway (Weinberg et al., 1991; Ronday, et al., 1996). 
Local activation of complement is an inflammation-dependent mechanism that can help to 
stabilize fibrin clots thereby decreasing the fibrinolytic potential of the joint. In particular, 
we explored some years ago the local production of the regulatory factor C4b-binding 
protein (C4BP). The protein C-S anticoagulatory system is a principal mechanism for 
preventing the uncontrolled activation of haemostasis. The beta chain of C4BP binds protein 
S with high affinity in an equimolecular fashion (Dahlbäck, 1989). Only free protein S is 
active and the free fraction depends on the availability of C4BP beta. Reduced levels of free 
protein S are associated with an increased risk of thrombotic events. Interestingly, we 
showed local production of C4BP beta by rheumatoid synovial fibroblasts, as well as its co-
localization with fibrin-rich areas at the synovial tissue (Sánchez-Pernaute et al., 2006). The 
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beta chain of C4BP has also been found in omen fibroblasts participating in the invasion and 
resorption of the corpus luteum, therefore indicating that besides its prothrombotic role, the 
molecule is important in fibroblast-dependent remodelling processes. 
In the light of these experimental data, a potential participation of fibrin in synovitis has 
been argued by different groups including ourselves (Busso & Hamilton, 2002; So et al., 
2003; Sánchez-Pernaute et al., 2003b), and several antithrombotic strategies have been tried, 
proving useful in attenuating the inflammatory process in experimental models of 
rheumatoid arthritis (Busso et al., 1998; Varisco et al., 2000). 
1.3.2 Fibrin as an autoantigen 
Fibrin is one of the major substrates for peptidyl deiminases (PAD) inside inflamed joints. 
These enzymes transform arginine residues into citrulline, and subsequently change the 
physical properties of the protein. This modification could alter binding sites of plasmin, 
making the polymer resistant to proteolytic degradation. Moreover, it can also turn the 
molecule antigenic (Schellekens et al., 1998). This fact was confirmed with the 
characterization of anti-citrullinated peptide antibodies (ACPA), since they were shown to 
target epitopes from fibrin in a specific association with rheumatoid arthritis (Masson-
Bessiere et al., 2001). Thus, fibrin can been considered a key mediator in the loss of immune 
tolerance in the disease. Since ACPA antibodies reach higher concentrations inside joints 
than at the periphery, deposition of fibrin in joints and exposure of its citrullinated form to 
immune-competent cells should be an early pathogenic event. On the other hand, ACPA can 
be found in pre-clinical stages in at least half of patients. To explain this contradiction, it has 
been suggested that the immune system is primed for citrullinated epitopes outside joints, 
for example in the lung or the oral cavity, with arthritis coming on a second wave (Quirke et 
al, 2011). We propose a different mechanism. According to recent studies, synovitis can 
remain asymptomatic during the first stages of the disease. A first mild flare of arthritis 
could, therefore, be the event during which citrullinated fibrinopeptides are generated 
inside joints and presented to the central immune system (van de Sande et al., 2011).  
1.3.3 Fibrin as a scaffold 
We focused our studies on “a non-immune” participation of fibrin in the development of 
synovitis. Since fibrin networks provide binding sites for the migration of cells, in this way 
facilitating wound healing, we proposed that the synovial tissue might grow through the 
engulfing of fibrin deposits at the lining surface. In a time-dependent approach, we studied 
events taking place from the first stages of the disease in antigen induced arthritis, and were 
able to describe the transition from acute inflammation, to deposition of fibrin clots, and 
subsequent synovitis-like tissue modifications taking place at fibrin-synovium interfaces 
(Sánchez Pernaute et al., 2003a). We then proposed that the binding of the free-surface of the 
lining cells would alter their polarity, thereby changing their resting phenotype into a 
migrating one, a mechanism that would contribute to invasiveness. 
1.3.3.1 Immobilization of fibrin affects cell binding 
Soluble fibrinogen turns into solid fibrin through the release of fibrinopeptides A and B, 
with the rest of its alpha and beta chains remaining mostly unchanged. Therefore, most cell 
binding sites are shared by the two macromolecules. But it is in our opinion the insolubility 
of fibrin which accounts for an invasive response of synovial fibroblasts in rheumatoid 
arthritis. Experiments carried out in macrophages demonstrated that the binding affinity of 
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cells increases with fibrinogen transformation into fibrin (Shainoff et al., 1990). Considering 
that blood cells express different alpha beta integrin chains that could bind circulating 
fibrinogen, the affinity of the soluble molecule needs to be low. In this regard, the shear 
forces elicited by fibrin networks may have an influence in the avidity towards cell 
receptors. This mechanism has been recently found to account for activation of colon 
tumour cells upon engagement of fibrin by the hyaluronate receptor, CD44 (Alves et a., 
2009). 
The cell binding activity of fibrin networks is further enriched by its cross-linking with 
different matrix proteins, including collagens, proteoglycans or fibronectin, which also bear 
a variety of cell binding sites. 
Yet to be understood, is why rheumatoid but not non-rheumatoid hosts develop an invasive 
response to fibrin clots inside joints. It could be simply a matter of magnitude, as we 
discussed several years ago (Sanchez-Pernaute et al, 2003b). It could also rely on intrinsic 
features of rheumatoid synovial fibroblasts, that up to date have not been found. 
Alternatively, it is attractive to speculate that resistance of the clots to plasmin proteolysis in 
rheumatoid joints makes local macrophages and fibroblasts secrete additional proteases that 
degrade fibrin through a non-constitutive pathway (Bini et al., 1999). Between these 
potential fibrin-degrading proteases stands MMP-3, which is also one of the major 
mediators of joint destruction. In this way, the active process of digestion of the insoluble 
macromolecule could be regarded as a favourable environment for the destruction of 
structures nearby. 
1.3.4 A potential role of fibrin in the architecture of synovitis 
The early works focused on the histopathology of rheumatoid arthritis, described a gradient 
in fibrin deposition from more abundant and solid-like at the surface, to patchy and 
reticular in inner areas (Andersen & Gormsen, 1970). Working with specimens from patients 
undergoing joint replacement surgery we described that fibrin-rich areas of the synovium 
were organized differently than non-fibrinous regions (Sánchez-Pernaute et al., 2006). With 
immune-detection techniques we found that both cells and extracellular matrix elements 
had a differential distribution in fibrinous and non-fibrinous areas, and there were transition 
zones between them (Figure 1). In this regard, matrix deposition and fibroblast-like synovial 
cells, as well as vessels, increased in density in fibrin-rich areas, up to an interface with 
solid-like fibrin deposits at superficial areas, where cells were scant and there were no 
vessels. Macrophages were clustered in the vicinity of fibrin deposits, although they were 
also abundant in non-fibrinous regions; but lymphoid aggregates clearly stayed apart 
(unpublished observations). This particular organization has led us to focus on the 
interaction between fibrin and synovial fibroblasts aiming to find mechanisms of 
invasiveness induced by fibrin in these cells. 
Studies conducted in synovial specimens are frequently based on small biopsies. These 
explants constitute a fine way to reflect events taking place in the whole synovial tissue, in 
particular as regards cell activation and the participation of subtypes of infiltrating leukocytes 
(Smith et al., 2006). Elegant studies have proved that the pathology of the synovial tissue from 
biopsies can be employed to measure response to therapy and even unveil specific molecular 
predictive markers. However, this kind of study rarely describes the features of fibrin-rich 
areas, probably because in these regions the architecture of the tissue is distorted and difficult 
to read (as illustrated in figure 1). We believe that these areas are routinely discarded and thus 
critical components of the synovial pathology might be underestimated. 
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Fig. 1. Stratification of synovitis in relationship to fibrin deposits in a representative 
rheumatoid synovial tissue 
Low-magnification microphotographs of a representative rheumatoid synovial tissue with 
an overlying fibrin deposit. Left column shows staining of the different tissue regions with 
haematoxylin-eosin. Middle column shows cell distribution with anti  actin antibodies. On 
the right side, immune-localization of macrophages with anti CD68 antibodies is shown. 
2. Fibrin contributes to the production of MMP-1 and MMP-3 by rheumatoid 
synovial fibroblasts 
In order to test whether deposition of fibrin might trigger the production of MMPs, we 
investigated the presence of fibrin in synovial tissues from patients with rheumatoid 
arthritis. We observed a similar pattern of distribution to those of MMP-1 and -3. These 
findings led us to explore in vitro whether fibrin could activate the production of MMPs by 
rheumatoid synovial fibroblasts. In these studies, which we next describe, we introduced an 
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in vitro system that attempts to reproduce the interaction between fibrin and fibroblasts that 
takes place inside the joint. This model of cell stimulation had originally been developed to 
study leukocyte migration through vessel walls and is known as in situ fibrin 
polymerization (Qi & Kreutzer, 1995). In contrast to other types of cultures involving cells 
and matrix proteins, this approach conserves the shear forces of freshly clotted fibrin 
networks and exposes cells to the deposits by their apical surface. 
2.1 Experimental methods 
2.1.1 Obtention and handling of samples 
Synovial tissues were obtained during joint replacement surgery from 8 patients with 
rheumatoid arthritis according to the American College of Rheumatology criteria (Arnett et 
al., 1988). For histologic studies, the synovial membrane was immediately fixed in 
formaldehyde, dehydrated in ethanol and embedded in paraffin. When tissues included 
bone edges, they were decalcified by a 48 hour incubation in formic acid. For in vitro 
studies, cells were isolated by disruption with 1.5 mg/ml dispase II at 37ºC for 1 hour in 
agitation, and cultured in 10% fetal calf serum (FCS) enriched Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM) supplemented with 2 mM L-glutamine, 50 UI/ml penicillin-streptomycin, 
0.2% amphotericin B, and 10 mM HEPES. 
2.1.2 Immune-detection techniques 
We studied the distribution of fibrin, MMP-1 and MMP-3 with double labelling immune-
detection methods. Tissues were rehydrated, blocked with 6% bovine albumin and 3% 
serum of second antibody hosts, and incubated with the specific antibodies at 10 g/ml 
overnight, at 4ºC. Secondary antibodies were applied for 1 hour, at room temperature. As 
control, tissues were incubated with an isotype IgG from the species of primary antibodies. 
Development of fibrinogen immune-reactivity was done with peroxidase and Histogreen, 
using nuclear fast red for counterstaining. Diaminobenzidine was applied after a 
byotinilated secondary antibody to develop MMP-3, and counterstaining was done with 
hematoxylin. An alkaline phosphatase labelled antibody was employed to detect MMP-1, 
and nitroblue tetrazolium with 5-bromo 4-chloro 3-indolyl phosphate was used as substrate 
for development, plus nuclear fast red as counterstaining. Inhibition of endogenous 
peroxidase was done with 1% H2O2 methanol. Alkaline phosphatase activity was blocked 
with 5 mM levamisole.  
2.1.3 Fibrin-cell cultures 
Between passages 4th and 7th cells were grown to confluence at 37ºC in 5% CO2, starved from 
serum during 48 hours and exposed to in situ clotted fibrin. Chilled fibrinogen was mixed in 
0.5% foetal calf serum enriched DMEM at 1 mg/ml on ice, and 0.75 UI/ml thrombin was 
added. The mixture was immediately spread on top of the cell monolayers and the cultures 
were transferred to the incubator to allow formation of fibrin clots. 
2.1.4 Gene expression studies 
Four different cell cultures were employed. Cells were incubated with fibrin or medium 
alone for 12 hours. At the end of the incubation period, the clots and supernatants were 
removed, cells were washed and total RNA was isolated. Following retrotranscription, gene 
expression studies were done with quantitative PCR (qPCR) using cDNA as templates and 
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TaqMan primer-probe reagents (MMPs) or SYBR Green techniques (urokinase). Results 
were analysed following the Ct method, using the expression of ribosomal 18s as house 
keeping gene and an untreated culture as reference. 
2.1.5 Immunoblot techniques 
Confluent cells were incubated with or without fibrin and protein levels of MMPs were 
measured at several time points. The protein levels of MMP-1 were determined in cells 
lysates as obtained with Laemmli’s solution. Supernatants and fibrin were mixed with 150 
mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7.2, 0.1% sodium dodecyl sulphate, 1% Triton X-100, 1% 
sodium deoxycholate and 5 mM ethylenediamine tetraacetic actid, with 1 g/ml 
aprotinin, 1 g/ml leupeptin, 1 mM Na3VO4, and 1 mM phenylmethylsulfonylfluoride, at 
4ºC and homogenised. One hundred l of the homogenates were incubated with the anti 
MMP-3 antibody for 1 hour at 4ºC. Then, protein A/G plus-agarose immunoprecipitation 
reagent (20 l) was added, and samples were incubated overnight on a rocking platform 
at 4ºC. Finally, samples were washed and centrifuged to pellet beads with the complexed 
MMP-3, supernatants were discarded and precipitates were mixed in loading buffer. 
Protein extracts and immuno-precipitates were resolved in 10% SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis and transferred onto nitrocellulose filters. The filters were then blocked 
with 5% skimmed milk and 0.03% Tween and blotted overnight with the specific 
antibodies. Horseradish peroxidase-labelled secondary antibodies were applied for 1 
hour, at room temperature, and the binding was developed with enhanced chemi-
luminescence. Results were expressed as relative increase with regard to baseline. Beta-
tubulin levels were used as control of cell protein content, and the Coomassie blue 
staining method was used in supernatants. 
2.1.6 Statistics 
Data are expressed as median (range); comparison between conditions was done with the 
non-parametric Wilcoxon rank test, using SPSS software.  
2.1.7 Reagents and probes 
Mouse anti human MMP-1 and goat anti human MMP-3 (R&D systems, Basel, Switzerland), 
goat anti human Fibrinogen (Abcam, Cambridge, UK), donkey anti goat-HRP, goat anti 
mouse-HRP, rabbit anti goat biotinylated antibodies, 1:500 in IHC, 1:10000 in WB (Jackson 
ImmunoResearch, LaRoche, Switzerland), goat anti mouse-alkaline phosphatase antibodies 
1:40, Histogreen, nuclear fast red, DAB, peroxidase ABComplex (Dako, Zug, Switzerland), 
NBT-BCIP (Roche), Protein A/G Plus Agarose Immunoprecipitation Reagent (Santa Cruz 
Biotechnology Inc., CA), ECL chemoluminiscence (Amersham Pharmacia Biotech, Little 
Chalfont, UK) Fetal calf serum, DMEM, penicillin, streptomycin, HEPES, fungizone (Life 
Technologies, Basel, Switzerland), dispase (Roche, Reinach, Switzerland), fibrinogen 
(American Diagnostica inc., Stamford, CT), mouse anti human tubulin, thrombin (Sigma 
Aldrich, Buchs, Switzerland) MiniRNeasy spin column purification kit, RNase-free DNase 
set (Qiagen, Basel, Switzerland), SYBR green master mix, ABI Prism 7500 Sequence Detector 
(Applied Biosystems, Rotkreuz, Switzerland). Primer pairs and probes: MMP 1: 5’-
tgtggaccatgccattgaga-3’ (fwd), 5’-tctgcttgaccctcagagacc-3’ (rev), FAM5’-
ccaactctggagtaatgtcacacctctgacattcacc-3’TAMRA (probe); MMP 3: 5’-gggccatcagaggaaatgag-
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3’ (fwd), 5’-cacggttggagggaaaccta-3’ (rev), FAM5’-agctggatacccaagaggcatccacac-3’TAMRA 
(probe); MMP 9: 5’-ggccactactgtgcctttgag-3’ (fwd), 5’-gatggcgtcgaagatgttcac-3’ (rev), FAM5’-
ttgcaggcatcgtccaccgg-3’TAMRA (probe); MMP 13: 5’-tcctacaaatctcgcgggaat-3’ (fwd), 
gcatttctcggagcctctca-3’ (rev), FAM5’-catggagcttgctgcattctccttcag-3’TAMRA (probe); MMP 14: 
5’-tggaggagacacccactttga-3’ (fwd), 5’-gccaccaggaagatgtcatttc-3’ (rev), FAM5’-
cctgacagtccaaggctcggcaga-3’TAMRA (probe); urokinase: 5’-tgtcagcagccccactactac-3’ (fwd), 
5’-cacagcattttggtggtgac-3’ (rev). 
2.2 Results 
2.2.1 Fibrin and MMPs co-localized in the synovial tissues from patients with 
rheumatoid arthritis 
We studied the distribution of fibrin(ogen) in synovial tissues from 8 patients with 
rheumatoid arthritis. Three of them included areas of invasion into cartilage and bone. The 
binding was strong and abundant in all samples, showing either an amorphous or a 
reticular pattern, as has been described (Andersen & Gormsen, 1970; Clemmensen et al., 
1983). Fibrin predominated in the vicinity of the lining layer. Solid-looking deposits were 
mostly acellular, while more organized material was found in interstitial areas, with cells 
inside also capturing the antibody. Fibrin immune-reactivity was strong at areas of interface 
with bone and cartilage. 
Next, we studied the distribution of MMP-1 and MMP-3 in serial cuts of the same tissues, 
alone and in combination with fibrin, using double-staining methods. Immune-reactivity to 
both MMPs was high in the rheumatoid synovial tissues. Interestingly, MMP-1 
predominated inside cells, and MMP-3 was mostly secreted. The binding of both antibodies 
was high at erosive fronts. 
In double-staining studies, interstitial immune-reactivity to both MMP-1 and MMP-3 was 
associated with fibrin deposits. Furthermore, both proteases co-localized with fibrin at the 
invasive fronts. Fibroblast-like cells in fibrin-rich areas depicted a strong immune-reactivity 
to MMP-1 and MMP-3. These findings indicated that fibrin-rich areas were at the same time 
active sites of protease production. 
2.2.2 Gene expression of proteases in rheumatoid synovial fibroblasts exposed to 
fibrin clots 
In view of these observations, we carried out in vitro studies to look into a possible effect of 
fibrin on the production of proteases by rheumatoid synovial fibroblasts. 
Thus, we studied five members of the MMP family that are prominent effectors of cartilage 
and bone destruction in rheumatoid arthritis. This revealed that exposure to in situ clotted 
fibrin resulted in the up-regulation of the gene expression of MMP-1, MMP-3, and MMP-9 to a 
variable extent in all cell cultures (Figure 3). The mRNA levels of MMP-1 were 26-fold 
increased (range: 1,5 to 71; p < 0.07), and those of MMP-3 were 27-fold increased (range: 2 to 
126; p < 0.07). MMP-9 gene expression was increased 7-fold the presence of fibrin (range: 3 to 
39; p < 0.07), while no differences were found in the gene expression of MMP-13 and MMP-14. 
Additionally, we studied urokinase gene expression, since it is the constitutive fibrin-
degrading molecule, and a potential mediator of tissue injury in rheumatoid synovial 
tissues. In our conditions, fibrin did not elicit any changes in urokinase mRNA levels 
compared to baseline. 
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Fig. 2. Immune-staining of fibrin and MMPs in the rheumatoid synovial tissues 
Left column shows a low-magnification view of a fibrin-rich area of the synovial tissue, with 
the different staining techniques. Middle column shows the intimal layer of a fibrin-rich area 
in detail. Right column depicts the staining of the molecules at areas of invasion into bone and 
cartilage. Fibrin is shown in green (with red counterstaining), MMP-3 is shown in brown (and 
counterstained in blue), and MMP-1 is shown in blue (with red counterstaining). 
2.2.3 Fibrin increased the production of MMP-1 by rheumatoid synovial fibroblasts 
Six different cell cultures were employed in immunoblot experiments. In all cases, treatment 
with fibrin increased MMP-1 production. In our conditions, both the proenzime and the 
active form of MMP-1 increased between 18 h and 24 h in rheumatoid synovial fibroblasts 
treated with fibrin (Figure 3). At 24 h, the active enzyme increased to 4-fold as compared to 
untreated cells (range: 1,5 to 6; p < 0.03). On the other hand, we could not detect MMP-3 in 
cell lysates, but it was abundantly found in supernatants from cell cultures. Upon 
stimulation with fibrin, baseline levels of MMP-3 in supernatants were found increased only 
in half of the cell lines tested (ns) (Figure 3).  
2.3 Discussion and future research 
Our studies illustrate how deposition of fibrin can contribute to the invasive process in 
rheumatoid arthritis. Previous works had described the distribution of MMP-1 and MMP-3 
in the rheumatoid synovial tissue. In the same way, fibrin distribution in rheumatoid joints 
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was well known. A novel finding is that all three followed a similar pattern of distribution. 
We could also confirm their abundance at CPJs, although we cannot draw conclusions as 
regards the impact of these finding in the erosive tendency. 
Our studies suggest that fibrin triggers the transcription of several MMPs and the 
production of MMP-1. However, the study of MMPs is complex. These molecules are 
secreted in the form of zymogens, and need in situ activation through the cleavage of an N-
terminus peptide. This post-translational modification probably constitutes a major check-
point for the regulation of MMPs. Additionally, to find out what the global matrix turn-over 
could be, it would have been desirable to assess levels of TIMPs. TIMPs are the natural 
regulators of MMPs, an effect carried out through an equimolecular binding and 
inactivation. Both chondrocytes and synovial fibroblasts can produce TIMPs. In this regard, 
the balance between TIMPs and MMPs is decisive for the outcome (Martel-Pelletier et al., 
1994). Functional studies, such as substrate-based zymography, are usually performed to 
demonstrate active proteolysis.  
 
 
Fig. 3. Expression of MMPs in rheumatoid synovial fibroblasts exposed to fibrin 
Graphs on the left show changes in baseline level expression of the mentioned genes 
(median  SEM), in Ct values using 18s as house keeping gene (the lower Ct values, the 
higher gene levels are). On the right, representative immunoblots from different 
experiments are shown. Detection of MMP-1 was done in cell lysates and MMP-3 was 
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studied in the extracellular fraction. Both antibodies detected both the zymogen (upper 
band) and the active protease (lower band). 
Nevetheless, it was interesting to find that three MMPs previously correlated to the invasive 
potential of rheumatoid synovial fibroblasts, were up-regulated by fibrin at the mRNA level 
(Tolboom et al., 2002). Due to its insolubility, fibrin might be degraded in a non-constitutive 
way by MMP-3 secreted by surrounding cells (Bini et al., 1999). On the balance of the 
evidence, we believe that fibrin-rich regions should not be considered a result of long-
standing inflammation, but a site for active destruction. 
In agreement with previous studies, most of the synovial fibroblast cultures that we 
employed in our studies did not constitutively express MMP-13 as assessed with qPCR 
techniques, and only in some was it induced after exposure to fibrin (Moore et al., 2000). In 
the production of this, as well as the other proteases tested, there seemed to be a high 
variability between patients. In fact, our studies suggested the existence of two subsets 
according to their response to fibrin. Approximately half of the cultures strongly reacted 
with the up-regulation of MMPs, while the other half showed mild or absent response. We 
believe that this is another example of the heterogeneous character of rheumatoid arthritis. 
Although there was no regulation of MT1-MMP at the mRNA level by fibrin, an interesting 
finding drawn by our experiments was the high expression of MT1-MMP by unstimulated 
rheumatoid synovial cells, pointing to the prominent role of the protease in the activity of 
synovial fibroblasts as already suggested (Miller et al., 2009). 
In summary, using a novel culture system for the study of fibrin interaction with synovial 
cells, we could show induction of proteases putatively associated to invasiveness, that were 
further localized at fibrin-rich areas in the synovial tissues.  
3. Conclusion 
In this chapter, we give an overview of the role of fibrin in the pathogenesis of synovitis. In 
doing so, we have neither solved the paradigm about what starts first nor discovered what 
triggers the invasive behaviour of rheumatoid synovial fibroblasts. Instead we provide some 
lines of thinking supporting the “inside – out pathway” as it has recently been named 
(Schett & Firestein, 2010).  
The “fibrin pathway” has been little explored in rheumatoid arthritis therapeutics. The 
balance between clotting and dissolution of fibrin is a candidate process to target that could 
help to retard joint destruction.  
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